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1 Resumen 
 

El asma es una enfermedad crónica de las vías aéreas, que se caracteriza 

por la inflamación de tipo crónico y obstrucción reversible de los bronquios y 

bronquiolos con o sin broncodilatadores. Alrededor del mundo, más de 300 millones 

de personas padecen asma, sin embargo, se ha pronosticado que para el año 2025 

se adicionarán 100 millones más de pacientes. Este cambio, probablemente está 

relacionado con la contaminación ambiental, ya que los países industrializados 

presentan altos índices de enfermedades alérgicas. La contaminación ambiental es 

un serio problema de salud pública alrededor del mundo, especialmente en la 

Ciudad de México, debido a la insdustrialización iniciada en la década de los 80´s. 

En esta zona, el tráfico vehicular está formado por más de 5.5 millones de 

automotores que producen grandes cantidades de material particulado debido a la 

combustión de diésel y gasolinas de automóviles, autobuses y camiones. El material 

particulado contiene una gran cantidad de elementos tales como: hidrocarburos 

aromáticos policíclicos, metales, no metales, metaloides y elementos de transición 

interna, compuestos orgánicos volátiles y óxidos, y compuestos biogénicos. Otra 

característica de las partículas es el tamaño, el cual juega un papel importante sobre 

su depósito a lo largo del tracto respiratorio. Estudios previos han demostrado que 

el material particulado puede generar asma alérgica en modelos de sensibilización 

a ovoalbúmina en rata y ratón. Otros estudios han demostrado que los diferentes 

componentes del PM pueden funcionar como adyuvantes en el proceso de 

sensibilización. Por lo tanto, nuestro objetivo fue evaluar los cambios morfo 

funcionales, inmunológicos y bioquímicos relacionados a la exposición de PM2.5 en 

el modelo de sensibilización alérgica de asma en cobayos. Para este estudio, 

utilizamos 30 cobayos (400-450g). Los animales fueron sensibilizados con una 

inyección de ovoalbúmina (OVA) + Al(OH)3 como adyuvante o solo con OVA (i.p. e 

i.d.). Además, los animales fueron expuestos a aire filtrado (AF) o PM2.5 

(diariamente, 5h/3 días), utilizando un sistema concentrador de aerosoles localizado 

en el norte de la Ciudad de México: CINVESTAV-Zacatenco. Evaluamos la función 

pulmonar mediante pletismografía barométrica para obtener el índice de resistencia 
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de la vía aérea conocido como PENH después del reto a OVA. Se llevó a cabo la 

eutanasia de los animales a través de la sobredosis de pentobarbital. Se obtuvo el 

lavado bronco-alveolar y se determinó el porcentaje de células totales y diferentes 

tipos de células por la tinción de Giemsa. Además, realizamos ensayos de ELISA 

para inmunoglobulinas específicas presentes en nuestro modelo de asma tales 

como IgG1 OVA-específica e IgE OVA-específica y un biomarcador de daño 

pulmonar como la proteína CC16. Las muestras de pulmón fueron fijadas y extraidas 

para estudios histológicos mediante la tinción de Masson y PAS. Adicionalmente, 

realizamos en ensayo Bio-plex para evidenciar la respuesta de tipo Th1/Th2. Por 

otra parte, evaluamos la actividad de citocromo P540 (CYP450), especialmente de 

las isoformas CYP1A1, CYP1A2 y CYP2E1. Nuestros resultados mostraron que la 

exposición a PM2.5 en los animales tratados con OVA + Al(OH)3 incrementaron el 

índice de bronco-obstrucción (PENH) y las exacerbaciones, así mismo aumentaron 

los niveles de las inmunoglobulinas OVA específicas como IgG1 e IgE y el 

biomarcador de daño pulmonar (CC16) en el líquido bronco-alveolar. Los animales 

sensibilizados con OVA solamente incrementaron el PENH y la IgG1 e IgE ambas 

específicas para OVA. El ensayo Bio-plex solo mostró diferencias para IL-12 e INF-

La matriz de correlación de Pearson para las citocinas Th1/Th2 mostró que 

algunos pares de proteínas no siguieron cierta tendencia. Este análisis evidenció un 

interruptor para la respuesta Th1/Th2. Nuestro modelo demostró que la inhalación 

del PM2.5 podría funcionar como adyuvante, similar al Al(OH)3 en los animales 

sensibilizados con OVA solamente. Además, PM2.5 empeoró las exacerbaciones 

de asma cuando los animales fueron sensibilizados con OVA+Al(OH)3. Incluso, la 

actividad pulmonar del CYP450 disminuyó notablemente, especialmente en las 

isoformas evaluadas en este estudio como el CYP1A1, CYP1A2 y CYP2E1. Nuestro 

modelo de asma muestra dos importantes características; la hiperreactividad 

pulmonar causada por la bronco-obstrucción e inflamación. Ambos eventos pueden 

modificar la actividad de estos citocromos. Sin embargo, estos resultados 

demostraron que la composición del PM2.5 es más importante para producir 

cambios pulmonares.  
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2 Abstract  
 

Asthma is a chronic airway disease characterized by inflammation and 

reversible obstruction with or without bronchodilators. Around the world over 300 

million people presents asthma. However, it has been prognosticated for 2025 it will 

add 100 million more of patients. This change probably is related to air pollution, 

since industrialized countries have a high index of allergic diseases. Air pollution 

represents a serious public health issue around the world, especially in Mexico City 

as a newly industrialized region, where air pollution problem started since 1980. The 

traffic is formed by more than 5.5 million of vehicles in this zone. The primary source 

of particulate matter is the diesel or gasoline combustion of automobiles, bus or 

trucks. PM contains a big amount of elements such as; Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, metals, nonmetals, metalloids and internal transitional elements, 

volatile organic compounds, and oxides, as well as biological elements. Another 

feature of PM is the size since can be deposited in the lung. Previous studies have 

demonstrated that PM can generate allergic asthma using the ovalbumin-

sensitization in mouse and rat models. Other studies have found that PM 

components can function as an adjuvant in the sensitization process. So our aim 

was to evaluate the morpho-physiological and immunological changes related to 

PM2.5 exposures in a sensitization model of allergic asthma in the guinea pig. For 

this research, we used 30 male guinea pigs (400-450g). Animals were sensitized to 

ovalbumin (OVA) + Al(OH)3 as adjuvant or OVA alone (i.p. and s.c.) and exposed to 

filtered air (AF) or PM2.5 (daily 5h/3days), using an Aerosol Concentrator System 

localized at North of Mexico City: CINVESTAV-Zacatenco. We evaluated the lung 

function by plethysmography to obtain an airway resistance index (Penh) after OVA 

challenge. Animals were euthanized with an overdose of pentobarbital. 

Bronchoalveolar Lavage was performed to determine the percentage different 

cellular elements by Giemsa-stained, and we did ELISA assay for specific 

immunoglobulins presents in our asthma model (OVAIgG1 and OVAIgE), and a 

damage biomarker as CC16 protein. Lung samples were fixative and recovered for 

histology and stained with Masson and PAS. Also, we did Bio-plex assay for Th1/Th2 
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response plate. On the other hand, we evaluated CYP450 activity, especially 

pulmonary CYP1A1, CPY1A2, and CYP2E1. Our results showed that the exposure 

to PM2.5 on animals treated with OVA+Al(OH)3 raised bronchoconstriction index 

called PENH and the exacerbations, as well increased the OVA-IgG1, OVA-IgE and 

CC16 levels in BAL. Animals sensitized with OVA alone increased Penh and IgG1 

and IgE. Bioplex assay only showed differences for IL-12 and INF-Our Pearson’s 

correlation matrix demonstrated that some pairs of proteins do not follow a certain 

tendency. This analysis evidenced a switch Th1/Th2. Our model showed that PM2.5 

inhalations could function as adjuvant similar to Al(OH)3 in animals sensitized with 

OVA alone. Also, PM2.5 can worsen the asthma exacerbations when animals are 

sensitized with OVA+Al(OH)3. Additionally, pulmonary CYP450 activity decreased in 

some isoforms in this study as CYP1A1, CYP1A2, and CYP2E1. Our asthma model 

showed two important features; hyperresponsiveness caused by a broncho-

obstruction and inflammation. However, these results demonstrated that the 

composition of PM2.5 is more important for produce pulmonary changes, to 

decrease these CYP450 isoforms. 
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3 INTRODUCCIÓN 
 

 

3.1 Asma 
 

 

El asma es una enfermedad crónica de incidencia global, cuya prevalencia 

se ha incrementó notablemente (Huerta-López et al., 2009). Se encuentra definida 

por sus características clínicas, fisiológicas e histopatológicas. De acuerdo a la 

organización para la estrategia global del manejo y prevención del asma (GINA), el 

asma es una enfermedad heterogénea, usualmente caracterizada por la inflamación 

crónica de las vías aéreas y está definida por la presencia de síntomas respiratorios 

tales como sibilancias, dificultad para respirar, opresión en el pecho, tos que varía 

con el tiempo e intensidad, limitando el flujo del aire espirado debido a la bronco-

obstrucción de la vía aérea, ya sea por la contracción del músculo liso y/o la 

producción de moco. A su vez, la limitación del flujo aéreo está asociado a la 

hiperreactividad (respuesta exagerada frente a un estímulo) de la vía aérea, lo que 

induce la obstrucción e inflamación de tipo crónico (GINA, 2016). Sin embargo, la 

bronco obstrucción en el caso del asma puede ser reversible con medicamento y en 

algunos casos de manera espontánea (GINA, 2016). Los dos signos importantes y 

que determinan fisiológicamente la patología del asma son el volumen del flujo 

espiratorio forzado en el primer segundo FEV1, y la capacidad vital forzada, FVC. 

Ambos parámetros se encuentran disminuidos en el asma, debido a que al final de 

una inspiración completa suelen cerrarse los diferentes elementos del tracto 

respiratorio en los pacientes asmáticos (West, 2008).   

 

Se estima que alrededor del mundo más de 300 millones de personas sufren 

esta enfermedad aunque este número varía, ya que entre 0.8%-32.6% de la 

población mundial padece esta enfermedad de los cuales el 30% son niños y el 10% 

son adultos (García-Sancho et al., 2012). En México, la prevalencia se encuentra 

entre el 0.2%-8.6% en una población de adultos jóvenes (22-44 años de edad), 

siendo más frecuente en áreas urbanas, sin embargo, el número de muertes por 
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asma en México se ubica en el séptimo lugar a nivel mundial (García-Sancho et al., 

2012).  

 

3.2 Fisiopatogenia del asma 
 

 

 

Ésta enfermedad, principalmente se manifiesta en los bronquios y 

bronquiolos pulmonares que son estructuras conductoras del aire, las cuales 

modifican su estructura histológica a causa de esta enfermedad. Éstos cambios 

reciben el nombre de “remodelación pulmonar,” ya que se caracterizan por la 

hipersecreción de moco debida a la hiperplasia de células muco-productoras o 

metaplasia mucoide, aumento de la capa de músculo liso y de la membrana basal 

del epitelio respiratorio (Huerta-López et al., 2009). Además, se manifiesta 

inflamación crónica, que juega un papel importante debido a la gran cantidad de 

células inflamatorias como son los mastocitos (Barnes, 2008), eosinófilos (Huerta-

López et al., 2009), basófilos, linfocitos B y T (Kawakami et al., 2014), células 

dendríticas (Kuipers et al., 2005). Además, las células epiteliales también participan 

en el proceso inflamatorio, ya que liberan mediadores químitácticos (Adelman et al., 

2005). Aunque en algunos casos los neutrófilos aparecen en el espacio alveolar 

(Barnes, 2008). Otros componentes importantes son los mediadores inflamatorios 

producidos por estas células que manifiestan un perfil inmunológico de tipo Th2, y 

cuyo papel es orquestado por los linfocitos Th2 y la producción de mediadores 

inflamatorios que resultan en la migración de más células inglamatorias y la 

estimulación de otros mediadores (Barnes, 2008) (Tabla 1). 
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Citocinas Acción Referencia 

IL-4 (Respuesta Th2). Regula la producción de IgE, moco 

e incrementa la remodelación e hiperreactividad.  

Barnes 2001;  Kips, 

2001; Barnes, 2008  

IL-5 (Respuesta Th2).  Manutención de la inflamación por 

eosinófilos, los cuales causan hiperreactividad. 

Barnes 2001;  

Barnes, 2011) 

IL-9 (Respuesta Th2). Amplifica la respuesta Th2. Activa 

a los linfocitos T, IgE y diferencia mastocitos. 

(Barnes, 2001; Kips, 

2001)           

IL-13 (Respuesta Th2).  Función similar a IL-4. Incrementa 

la producción de moco. 

(Kips, 2001; Rael et 

al., 2011)  

IL-17 Regula la inflamación por neutrófilos. Induce la 

secreción de citocinas por otras células.  

(Wang et al., 2011) 

IL-33 Contribuye a la inflamación tisular por alergia. (Smith, 2010) 

TNF- Recluta leucocitos. Estimula la proliferación de las 

células del mesénquima y del músculo liso.  

(Kips, 2001) 

GM-CSF Participa en la maduración de macrófagos e 

incrementa el número de neutrófilos 

(Barnes, 2008) 

 

Tabla 1. Principales citocinas en la patogénesis del asma.   
 

 

Además, al ser una enfermedad heterogénea, se reconocen diferentes 

fenotipos de asma, los cuales están ligados en parte a las características fisiológicas 

y demográficas. Entre estos tipos podemos mencionar (GINA, 2016): 

 

• Asma alérgica: Este tipo es fácilmente reconocible. A menudo comienza en 

la infancia y está asociado con antecedentes familiares de enfermedades 

alérgicas como el eczema, rinitis alérgica, alergia a alimentos y medicinas. 

Presentan un incremento de eosinófilos en esputo. 

• Asma no alérgica: Algunos adultos presentan asma que no está asociada a 

alérgenos. El perfil celular en esputo contiene neutrófilos, eosinófilos o puede 

presentar pocas células inflamatorias.  
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• Asma de inicio tardío: Se observa en adultos que presentan asma por 

primera vez, y es frecuente en mujeres.  

• Asma con limitación del flujo de aire: Algunos pacientes con asma de larga 

duración desarrollan limitación en el flujo de aire fija. Esto es ocasionado por 

los cambios en el epitelio bronquial y la lámina basal. 

• Asma y obesidad: Algunos pacientes obesos con asma tiene síntomas 

respiratorios prominentes y poca inflamación eosinofílica en las vías aéreas.       
 

El asma de tipo alérgica es de mayor importancia a nivel global ya que está 

asociado a la exposición de alérgenos del medio externo. La respuesta comienza 

con el reconocimiento de algún antígeno respiratorio a través de las células 

presentadoras de antígenos (célula dendrítica, linfocito B y/o el macrófago alveolar) 

Después de este proceso, las células inflamatorias se concentrarán en la vía 

respiratoria, las cuales producirán diferentes mediadores inflamatorios. El resultado 

final es el incremento de la permeabilidad vascular, vasodilatación y contracción del 

músculo liso bronquial. Esta reacción se conoce como hipersensibilidad inmediata, 

o de tipo I o atópica (asociado a IgE o IgG) porque comienza a los pocos minutos 

después de la exposición del antígeno (Abbas, 2012) (Figura 1). Esta serie de 

reacciones comparten la misma activación y respuesta en todas las enfermedades 

alérgicas. Sin embargo, esta respuesta inmunológica puede ser bloqueada por la 

activación de la respuesta Th1, la cual muestra una serie de citocinas que inhiben 

a la respuesta alérgica (Th2) como son IL-2, IL-12 e INF-, principalmente (Tabla 2).   
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 Figura 1. Asma alérgica. Mecanismo de activación después del contacto con algún 
alérgeno sobre la vía respiratoria. El resultado es la respuesta de hipersensibilidad de tipo 
I o atópica en animales o humanos asmáticos.  
 

 
Citocinas Acción Referencia 

IL-2 (Th1) Crecimiento y diferenciación de linfocitos T, 

promueve la eosinofilia in vivo.  

    (Chung et al., 

1999)    

IL-12 Potente inductor de INF-a partir de los linfocitos T 

y NK y de otros tipos celulares y ha demostrado ser 

un potente inductor de la diferenciación de los 

linfoctios Th1. 

(Trinchieri et al., 

2003) 

INF- (Th1) inhibe la liberación de eosinófilos después del 

contacto con el alérgeno. Bloquea la producción de 

células Th2 y activa a las células endoteliales, 

epiteliales, macrófagos alveolares y monocitos. 

Disminuye las inmunoglobulinas en general.   

(Chung et al., 

1999) 

Tabla 2. Principales citocinas de la respuesta Th1.   
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3.3 Reacción inmunitaria dependiente de inmunoglobulinas   
 
 

Como se mencionó anteriormente, la principal característica de las 

enfermedades alérgicas es la activación de los linfocitos Th2 y la producción de 

anticuerpos IgE (Abbas, 2012) en humanos e IgG en animales (Williams et al., 

2012). La producción de inmunoglobulinas en las alergias, principalmente en el 

asma, comienza con el reconocimiento del antígeno por parte de las células 

presentadoras de antígenos, ya sea por las células dendríticas y/o el linfocito B. 

Ambos co-estimulan la diferenciación de los linfocitos T vírgenes para generar 

linfocitos Th2 (CD4+), y los linfocitos B (CD25) para su transformación a células 

plasmáticas, es decir, las células que producirán inmunoglobulinas (IgE o IgG) 

específicas para este alérgeno. Una vez producidas las IgG o IgE producidas según 

sea el caso, se unirán a la membrana de los mastocitos (Abbas, 2012) a través de 

sus receptores de alta afinidad (FcRI) para IgE (Chung et al., 1999) o FcRI  para 

IgG (Mora y Rosales, 2009). En el caso de los macrófagos, las IgE se pueden unir 

a través de los receptores para IgE de baja afinidad (FcRII) (P. Barnes, 2007).  Esta 

primera etapa se conoce como fase de sensibilización. En la segunda exposición, 

el alérgeno se unirá a las IgE o IgG, que están acoplados a sus respectivos 

receptores Fc del mastocito (también llamada célula cebada) liberará diferentes 

mediadores tal como citocinas, leucotrienos, prostaglandinas e histamina (Tabla 3). 

La fase tardía de exposición al antígeno tiene como consecuencia la interacción de 

los linfocitos Th2 y las células presentadoras de antígenos que reconocen al 

antígeno tanto en las IgE o IgG adheridas a sus receptores FcRI o FcRI. Este 

reconocimiento estimula la proliferación de más linfocitos Th2 para que sinteticen 

más IL-4, IL-13 e IL-5. Ésta última interleucina incrementa el número de eosinófilos 

en el pulmón  (Abbas, 2012) (Figura 2). Además, la producción de linfocitos Th2 

inhibe la respuesta Th1. 
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Mediadores Acción Referencia 

PGD2 (Prostaglandina D2) Vasodilatación, bronconstricción y 

quimiotaxis de neutrófilos. 

(Abbas, 2012) 

LTC4 (Leucotrieno C4) Aumento de la hiperreactividad 

pulmonar. Broncoconstricción 

prolongada, secreción de moco, 

aumento de la permeabilidad vascular.  

(Barnes, 2007; 

Abbas, 2012) LTD4 (Leucotrieno D4) 
LTE4 (Leucotrieno E4) 

Histamina Contracciones endoteliales, aumento 

de la permeabilidad vascular, 

constricción del músculo liso bronquial. 

(Abbas, 2012) 

 
Tabla 3. Mediadores liberados por la célula plasmática.  
   

 
Figura 2. A) Procesos de sensibilización. El alérgeno es reconocido por la célula dendrítica y el 

linfocito B. B) Fase de exposición, durante un segundo reto antigénico, el antígeno se unirá a las 

inmunoglobulinas. Este anclaje producirá la liberación de los componentes del mastocito. C) 
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Fase tardía de la exposición al antígeno. El resultado es la estimulación y proliferación de más 

linfocitos Th2 y la síntesis de más IL-4, IL-13 e IL-5. Modificado de (Valenta, 2002).   

Para que se lleve a cabo la serie de respuestas inmunológicas como la 

respuesta de tipo Th2 en los modelos de alergia, el antígeno siempre es 

administrado con algún adyuvante como es el caso de algunos compuestos del 

aluminio, que son los adyuvantes más usado en la inmunoterapia alérgica y 

vacunación. 

 

 

3.4 Los adyuvantes en los modelos de sensibilización alérgicas 
 
 
 

Aproximadamente, el 75% de todos los adyuvantes están basados en sales 

de aluminio y el uso de éstos se ha utilizado en vacunación por más de 80 años 

(Exley, 2014).  La absorción del adyuvante aún es considerada como un mecanismo 

importante, ya que los antígenos solubles pueden ser presentados a las células 

presentadoras de antígenos como “partículas”, de esta manera se facilita el 

reconocimiento por parte de este tipo celular. La administración de este compuesto 

en cobayos induce la liberación de factores solubles secretados por los macrófagos, 

los cuales estimulan la producción de factores quimio atrayentes de eosinófilos y 

linfocitos, además mejora la retención de los linfocitos en los nódulos linfoides, 

incrementa la proliferación de linfocitos T y su diferenciación a la subpoblación de 

linfocitos Th2 cuando los animales están inmunizados con algún antígeno. 

Igualmente, tiene la capacidad de estimular la producción de inmunoglobulinas IgE 

e IgG con la reacción del perfil Th2 en ratones y de la subclase de IgG1 e IgG2 

(Lindblad, 2004). Por otro lado, hay una fuerte evidencia sobre los efectos pro-

inflamatorios de la exposición crónica de estos compuestos, ya que fomentan la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés). Los 

compuestos de aluminio son excelentes pro-oxidantes y promueven este evento en 

el sitio de inyección y cuando son combinados con fierro reducen el Fe (III) a Fe (II) 

y promueven la auto oxidación del primero, por lo tanto potencian la formación de 

ROS, además promueven la liberación de IL-1 e IL-18 (Exley et al., 2010a). Por 
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otro lado, el pulmón cuenta con una serie de proteínas las cuales pueden producir 

ROS como el sistema de detoxificación llamado CYP450 y otra proteína conocida 

como CC16 cuya respuesta es alterada por el estrés oxidante.     

 

3.5 Proteína CC16  
 

La célula de Club antes llamada célula de Clara en honor al investigador 

Alemán Max Clara (1937), secreta una serie de proteínas como la proteína 

surfactante de tipo A y D, que mantienen cierta permeabilidad en el parénquima 

pulmonar (Bolton et al., 2008; Falcón Rodríguez, 2012). Además, secretan otra 

proteína cuya importancia ha aumentado en los últimos años ya que muestra una 

diversidad de marcadores de sí misma, esta proteína se llama secretoglobina 

(SCGB1A1), la cual permite la diferenciación de las células Club en los bronquiolos 

pulmonares (Reynolds et al., 2010; Falcón Rodríguez, 2012). Esta proteína presenta 

una gran cantidad de nombres, para humanos y ratón a menudo se utiliza el nombre 

de CCSP (Club Cell Secretory Protein) o CC10 para ratones y ratas (Reynolds et 

al., 2010); y CC16 utilizado en otras especies como los cobayos (Bolton et al., 2008). 

Aunque cualquier nombre hace referencia a la misma proteína (Reynolds et al., 

2010). CC16 es un esteroide inducible que muestra cierto grado de homología con 

la globina de útero en conejo (Stripp et al., 1992). Su función principal es regular la 

respuesta inmune e inflamación dentro de pulmón regulando la liberación de 

mediadores proinflamatorios como leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos 

(Wang et al., 2003), además juega un papel importante como antioxidante  (Zhao et 

al., 2014; Falcón Rodríguez, 2012). Debido a que la proteína CC16 se encuentra en 

el suero se ha utilizado como un marcador sensitivo el cual puede evidenciar la 

permeabilidad del epitelio pulmonar, daño respiratorio agudo y desordenes 

pulmonares crónicos en animales y humanos (Zhao et al., 2014). En el caso de 

algunas patologías como la fibrosis o el asma esta proteína disminuye sus niveles 

en el suero mientras que la neumonía intersticial idiopática eleva los niveles de esta 

proteína en líquido bronco alveolar (BAL) (Vanspauwen et al., 2009).           
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3.6 Sistema metabólico de xenobioticos en el pulmón  
 

 
El citocromo P450 (CYP) es un grupo de hemoproteínas que contienen fierro 

y exhiben un máximo de absorción a 450 nm. Son las primeras enzimas en 

reaccionar en la oxidación de fármacos, carcinógenos y esteroides (Guengerich, 

2003). Son un grupo de enzimas que contienen sustratos inespecíficos y se 

encuentran en mayor cantidad dentro de la célula, además son los más estudiados 

(Gómez‐Lechón et al., 2001; Falcón Rodríguez, 2012). 

 

En los mamíferos todos los CYP’s se encuentran ubicados en retículo 

endoplásmico liso, pero solo cinco familias se encuentran en las mitocondrias. Estos 

últimos obtienen los electrones de la cadena respiratoria mientras que los primeros 

interactúan con los electrones provenientes de la flavoproteina NADPH-P450 

reductasa, necesaria para llevar a cabo las reacciones de óxido-reducción 

(Guengerich, 2003). A partir de una serie de reacciones se solubilizan los 

compuestos extraños y puede inactivarlos, de esta manera es más fácil  eliminarlos 

(Guengerich et al., 1991; Falcón Rodríguez, 2012). Usan un par de átomos de 

oxígeno, y solo uno de estos es incorporado en la molécula sustrato, mientras que 

el otro es reducido hasta agua permitiendo la siguiente reacción (Guengerich, 2003): 
 

NADPH + H+ + R+ O2                 NADP+ + H2O + RO. 
          R: Sustrato; RO: Producto 

 

Todas estas enzimas funcionan en la fase uno del metabolismo de xenobioticos y 

su función principal es llevar a cabo reacciones de óxido-reducción para después 

conjugarlos y así eliminarlos del cuerpo (Figura 3).    
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Figura 3. Metabolismo y bioactivación de compuestos. Fase 1 reacciones de óxido-reducción, en los 

que interviene el CYP450. Fase 2. Reacciones de conjugación y la Fase 3, eliminación de sustancias 

a través de orina, heces o transpiración. Tomado de (Gómez‐Lechón et al., 2001).      

 

 

Este sistema de enzimas cuenta con aproximadamente 200 familias de CYP 

y 2000 isoformas, cada subfamilia está formada por proteínas que comparten más 

del 40% de similitud en la secuencia de aminoácidos y cada familia comparte más 

del 55%. De esta manera, se usan letras de la A-E, para designar la subfamilia y 

número arábigo para indicar el gen individual que ordena la síntesis (Reppeto et al., 

2009) (Figura 4). 
 

 

Figura 4.  Nomenclatura de los CYP, Ejemplo de la nomenclatura del CYP1A1. Tomado de (Falcón 

Rodríguez, 2012).   
 

 

Los principales metabolizadores de xenobióticos se incluyen en tres familias: 

CYP 1, 2 y 3. Dentro de estas tres familias encontramos diferentes isoformas. Todas 

estas isoformas presentan gran versatilidad funcional, ya que pueden catalizar un 

elevado número de sustratos (Castell et al., 2005). Aunque el hígado es el órgano 
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que posee mayor nivel de expresión de citocromo P450 (CYP) y es el más activo en 

el metabolismo de moléculas exógenas y endógenas (Gómez‐Lechón et al., 2001), 

el pulmón constituye el segundo sitio de metabolismo de xenobióticos, el cual posee 

la capacidad potencial de biotransformación de los contaminantes ambientales 

inhalados (Falcón Rodríguez, 2012). (Figura 5).  
 

 

Figura 5. Expresión de los CYP en diferentes tejidos. Tomado de (Gómez‐Lechón et al., 2001). 
 
 

Los cobayos a diferencia de los roedores presentan una cantidad de menor 

de CYP450 y las isoformas que destacan en este modelo animal son CYP1A1, 

CYP1A2, CYP2E1, CYP3A14, CYP3A15, CYP4A13, IIB2, IIB1 y IIB17 (Cox, 2016), 

sin embargo, las principales isoformas relacionadas con la contaminación ambiental 

son CYP1A1 y CYP1A2, ya que depende del receptor de hidrocarburos aromáticos 

(AHR, pos sus siglas en inglés) (Ioannides, 2008). Además, la expresión del 

CYP2E1 pueden ser afectada en respuesta a xenobióticos, condiciones 

patofisiológicas, desórdenes nutricionales e inflamación (Cox, 2016). 

 

 

3.7 Contaminación atmosférica  
 
 

Se define como la presencia de sustancias en el aire que en cantidades altas 

pueden ser perjudiciales para la vida, además afecta a las estructuras, materiales y 

ocasiona cambios en las condiciones meteorológicas y climáticas. La mayoría de 

las emisiones son producidas por la actividad natural o antropogénica  (Falcón 

Rodríguez, 2012; Vallejo et al., 2003). Un contaminante atmosférico es cualquier 
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sustancia química o biológica que al agregarse al aire puede modificar las 

características naturales del ambiente. Entre ellos podemos encontrar a humos, 

polvos, gases, cenizas y biológicos  (Falcón Rodríguez, 2012; Vallejo et al., 2003). 

  

3.7.1 La contaminación en la Ciudad de México  
 

 

La Ciudad de México se encuentra ubicada en una cuenca a 2240 metros 

sobre el nivel del mar (msnm). La superficie total corresponde a 1499 km2 (INEGI, 

2013b), la cual alberga una población de 9 millones de habitantes y una flota 

vehicular de 5.5 millones. Si sumamos la Zona Metropolitana de la ciudad de México 

(ZMCM), el número de habitantes incrementa a más de 22 millones y el número de 

vehículos automotores se eleva a 8.7 millones ( del censo poblacional 2014) 

(INEGI, 2013a). Además, la zona norte de la Ciudad presenta gran carga de 

emisiones de tipo industrial. Debido al elevado número de habitantes, industria y 

vehículos, la Ciudad de México es considerada una mega-ciudad. Uno de sus 

principales problemas, desde 1980, es la contaminación ambiental, sin embargo, en 

los últimos años, este problema se ha agudizado por los factores climáticos 

presentes y la pésima combustión de los gasolinas y diésel debido a las bajas 

concentraciones de oxígeno (Falcón Rodríguez, 2012; Vallejo et al., 2003). 

  

En todas las ciudades del mundo, y en la Ciudad de México, es posible 

encontrar concentraciones elevadas de ciertos contaminantes llamados 

contaminantes criterio, debido a la capacidad para reducir o producir daños a la 

salud como son: dióxido de azufre (SO2), óxido nítrico (NO), dióxido de nitrógeno 

(NO2), monóxido de carbón (CO), compuestos orgánicos volátiles COV, 

hidrocarburos policíclicos promáticos (PAH), ozono (O3) y material particulado (PM, 

por sus siglas en inglés). Este último ha cobrado gran interés en los últimos años 

debido su la naturaleza química y composición.   
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3.7.2 El material particulado 

 

El PM es una mezcla de partículas sólidas y/o líquidas suspendidas en el aire 

las cuales pueden alojarse en el tracto respiratorio a diferencia de los gases que 

suelen difundirse rápidamente a través de este sistema (Falcon-Rodriguez et al., 

2016). El PM tiene su origen a partir de fuentes naturales y antropogénicas. Los 

procesos naturales que tiene lugar en el planeta emiten partículas a la atmósfera y 

ellos incluyen a los sprays del mar generados durante el oleaje (Seinfeld et al., 

2012), las erupciones volcánicas, incendios forestales espontáneos y la erosión del 

suelo  (Vega et al., 2011). Por otra parte, la actividad humana es la principal causa 

de emisión de estas partículas e incluyen a la industria minera, metalúrgica, 

eléctrica, manufacturera y construcción (Pérez-Vidal et al., 2010), además de la 

quema de cualquier  tipo de combustible sea madera o gas (Edgerton et al., 1999), 

aceites, diésel y gasolinas (Ulrich et al., 2012) por parte de las diferentes formas de 

transporte en las ciudades. 

 

En la atmósfera se encuentran dos tipos de partículas. Por un lado, están 

presentes las partículas que se emiten directamente y las que se forman en la 

atmósfera. Las primeras se les conocen como partículas primarias mientras que las 

segundas son nombradas como partículas secundarias, ya que son gases 

trasformados a sólidos en la atmósfera. Ambas partículas presentan interacciones 

en la atmósfera y pueden incrementar su tamaño y contenido dependiendo de las 

condiciones climáticas. El primer paso para la generación de nuevas partículas es 

el proceso de nucleación y depende de la conversión de un gas al estado sólido 

mediante la condensación o reacciones químicas en la atmósfera. El segundo paso 

es la condensación, que es similar a la nucleación. La última etapa es la 

aglomeración, aunque también puede llevarse a cabo entre la fase de nucleación-

condensación. Esta etapa tiene como resultado la adsorción de las partículas a 

través de movimientos brownianos, turbulencias, y contacto entre partículas 

(Falcon-Rodriguez et al., 2016; Phalen et al., 2013) (Figura 6). De esta manera las 

partículas pueden incrementar su tamaño. 
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El tamaño es una característica importante, pues de acuerdo a éste se 

depositarán en las diferentes regiones del tracto respiratorio. Las PM10 cuyo 

diámetro aerodinámico es menor o igual de 10m se alojarán en las vías aéreas 

superiores, mientras que las PM2.5 (≤2.5m) llegan a bronquiolo y alveolos y allí se 

depositarán. 

 

 
Figura 6. Material particulado y su dinámica atmosférica. Tomado de (Falcon-Rodriguez et 
al., 2016).  
 

 

En cambio, las partículas ultrafinas (UFP, por sus siglas en inglés) pueden 

atravesar la barrera hematogaseosa, traslocándose a otros órganos por vía 

sistémica (Nemmar et al., 2013). En las diferentes regiones del aparato respiratorio, 

las partículas pueden depositarse a través de diversos fenómenos como el 

movimiento browniano (Kim et al., 2002), la sedimentación, impacto, difusión o por 

cargas eléctricas (Phalen et al., 2013) (Figura 7).  
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Figura 7. Sitios principales de la acumulación de material particulado en relación con su 
tamaño. Tomado de Falcon-Rodriguez et al., 2016.  
 

 

Además del tamaño, la composición es otra característica importante y 

también es el resultado de la dinámica atmosférica. En el ambiente se determinaron 

diferentes tipos de partículas que de acuerdo a su contenido se han clasificado 

como: Partículas de emisión de diésel (DEP por sus siglas en inglés), formados 

principalmente por PAHs, y metales como el Zinc (Bonner, 2007). Las partículas del 

valle de Utah (UAP por sus siglas en inglés) se encuentran en cualquier ciudad del 

mundo y están formadas principalmente por metales como el vanadio y zinc, 

además de lipopolisacáridos (Bonner, 2007). Por último, encontramos a las 

partículas de residuos de combustibles (ROFA, por sus siglas en inglés), las cuales 

están formadas básicamente por metales (Bonner, 2007)  sulfatos, nitratos  (Vega 

et al., 2011)  y vanadio (Bonner, 2007)  (Figura 8). 
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Figura 8. Tipos de partículas que se encuentran en la atmosfera de las ciudades del mundo. 
Modificado de Falcón-Rodríguez, 2012. 
 

  

Además, en el material particulado se adsorben (unión líquido-sólido o sólido-

sólido) otros elementos, como metales, metales de transición, no metales, PAHs, 

biológicos, carbón entre otros (Tabla 4). Toda esta mezcla es capaz de producir 

alteraciones pulmonares, especialmente en algunas patologías restrictivas y/u 

obstructivas como el asma alérgica.  

 
Composición Elementos Referencias 
Metales K, Ca, Ga, Pb, Sr, Zr, Ba, Na, Li, Be, 

Ti, Sn, Mg Al, Cs, Bi, In, Sb 

(Osornio-Vargas et al., 

2003; Garimella et al., 2007 

; Steerenberg et al., 2006; 

Schwander et al., 2014) 

Metales de 
transición 

Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Au, V, Hg, 

Nb, Tl, Co, Mo, Zr, Rb, Ag 

(Osornio-Vargas et al., 

2003; Steerenberg et al., 

2006; Schwander et al., 

2014; Dergham et al., 2015) 

Metaloides Si (Limbeck et al., 2009) 

No metales B, As, Se, S, Sb (Steerenberg et al., 2006; 

Schwander et al., 2014) 

Elementos de 
Transición 
Interna 

Sm, U, Tb, Ce, La (Steerenberg et al., 2006; 

Schwander et al., 2014; 

Dergham et al., 2015) 
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Aerobiológicos Algas, Glucano, Endotoxinas, Polen, 

Virus  

(Alves et al., 2014) 

(Harrison et al., 2000; 

Nemmar et al., 2013) 

Carbón Elemental  

Orgánico 

(Mugica et al., 2009) 

PAH’s (Nap) naftaleno, (AcPy): acenaftileno, 

(Flu) 

fluoreno, (Phe) fenantreno, (Ant) 

antraceno, (Flenley) 

fluorantreno, pireno, (BaA) benzo[a] 

antraceno, (Chr) criseno, (BaFL) 

benzo[b] fluorantreno, (BkFL) benzo[k] 

fluorantreno, (BaP) benzo[a]pireno, 

(InP) 

indeno[cd]pireno,dibenzo[ah]antraceno, 

(BghiP): benzo[ghi]perileno, 

(BaP-TEQs) Benzo[a]Pireno-tóxico 

(Dergham et al., 2015) 

Otros Sulfato de amonio y nitratos 

 

Paraformaldheido  

(Bonner, 2007; Calderon-

Garciduenas et al., 2007; 

Vega et al., 2011) 

Tabla 4. Composición del material particulado.   
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4 ANTECEDENTES 
 

En los últimos 40 años, la prevalencia de enfermedades alérgicas se 

incrementó del 4 al 20% en Estados Unidos, Reino Unido y Japón (Steerenberg et 

al., 1999). Dentro de los tipos de alergias más frecuente encontramos desordenes 

eosinofílicos, como esofagitis, alergia a medicamentos, insectos, alimentos, así 

como, anafilaxia, rinitis, conjuntivas, angioedema, urticaria, eczema y asma 

(Pawankar, 2014). 

 

La Organización Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) estima 

que más de 300 millones de personas en el mundo sufren de asma. Sin embargo, 

para 2025 se pronostica el incremento del 49 al 59% (Bousquet et al., 2005) esto 

significa que se sumaran 100 millones de personas más en todo el mundo 

(Bousquet et al., 2005; Pawankar et al., 2012). En México, el Estudio ISAAC (The 

International Study of Asthma and allergies in Childhood), demostró que la 

prevalencia de enfermedades alérgicas incrementó (Pérez et al., 2009), 

especialmente en el caso del asma, ya que reportan alrededor de 30 casos nuevos 

por mes (Vargas, 2009).  

 

El incremento en las enfermedades alérgicas, especialmente del asma, 

podría estar asociado a la contaminación ambiental, como ocurre en países 

industrializados, los cuales presentan alto índice de estas enfermedades (Takizawa, 

2011). En estas zonas el número de motores a diésel está asociado a la emisión de 

DEP, los cuales se han correlacionado con síntomas clínicos en sujetos 

sensibilizados. Además, se conoce el potencial adyuvante de las DEP cuando se 

co-administran con alérgenos (Diaz-Sanchez et al., 1999), así como la respuesta 

alérgica e inflamatoria en exposiciones agudas (Riedl, 2008). Sin embargo, el 

estudio del PM aún no muestra consistencias epidemiológicas.  
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4.1 Contaminación y Asma 
 

 

Los estudios epidemiológicos han tratado de evidenciar el desarrollo de 

enfermedades atópicas con la ayuda de bases de datos y meta-análisis (Oftedal et 

al., 2007) o sensibilización en humanos voluntarios expuestos a PM (Gruzieva et 

al., 2014). Sin embargo, cada estudio muestra diferentes resultados que presentan 

controversia debido a las limitaciones de las series de evaluaciones realizadas en 

éstos análisis, como la situación geográfica, sexo, historia atópica de cada persona, 

cambio de residencia, número de pacientes, etc.      

 

El estudio BAMSE (Children, Allergy, Milieu, Stockholm, Epidemiological 

Survey) en Oslo, evaluó los niveles moderados de contaminación atmosférica local 

emitida por el tráfico vehicular, especialmente de óxidos de nitrógeno y PM10. 

Estudiaron el desarrollo de enfermedades pulmonares y sensibilización en niños de 

4 años (Nordling et al., 2008). Es decir, la infancia está relacionada con el proceso 

de sensibilización contra ciertos antígenos que muestran patrones diferentes entre 

niños de 4 y 8 años, mientras que no se encontró asociación entre la contaminación 

y la sensibilización a la edad de 9-10 años en esta cohorte (Krämer et al., 2000; 

Gruzieva et al., 2012). Resultados similares fueron reportados en el estudio PIAMA 

(Dutch Prevention and Incidence of Asthma and Mite Allergy). Solo que difirió en la 

evaluación de PM2.5 y no PM10. Las conclusiones demostraron que la exposición 

a contaminación producida por tráfico vehicular podría causar asma en niños desde 

0 a 8 años de edad (Gehring et al., 2010).   

  

En otro estudio llamado ESCAPE (European Collaborative European Study 

of Cohorts for Air Pollution Effects) el cual incluyó a niños (8-10 años), no evidenció 

asociación entre estos dos eventos, especialmente en los niños de Oslo (Gruzieva 

et al., 2014). Así mismo, la exposición crónica a contaminantes relacionado al tráfico 

vehicular no se asoció con el proceso de sensibilización en niños 9-10 años de edad 

también de Oslo. Sin embargo, fue asociado a la exposición del ácaro del polvo 
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(Dermatofagoides farinae) y del gato, el cual podría explicar las condiciones 

socioeconómicas familiares de los niños (Oftedal et al., 2007). Los dos estudios 

anteriores a diferencia del estudio BAMSE no muestran asociaciones (Gruzieva et 

al., 2014). Aunque la posible explicación podría estar relacionada con los bajos 

niveles de contaminación en Oslo (Oftedal et al., 2007). Otra posible explicación es 

la edad de los niños, ya que el estudio BAMSE encontró resultados hasta los 8 años 

de edad y no en niños mayores de 9 años. 

 

En el estudio llamado SAPALDIA (Swiss Cohort Study on Air Pollution and 

Lung and Heart Diseases in Adults), evaluaron la relación de residir cerca de una 

vía de autos principal (< 200m de distancia) con los síntomas respiratorios (datos 

de SALPALDIA 1 y 2). Se reportó que, las personas que viven cerca de las vías muy 

transitadas presentan síntomas como falta de aire, producción de esputo y 

sibilancias. Este fue el primer estudio que documenta los efectos adversos de la 

contaminación atmosférica generados por el tráfico en una población adulta sin 

patologías pulmonares previas (SALPALDIA, 2008). Además, las diferentes 

colaboraciones con el estudio de SALPALDIA han encontrado hallazgos relevantes. 

La unidad de inmunoterapia experimental del hospital universitario de Zurich apoyó 

la hipótesis del proceso de sensibilización en los primeros meses de nacido al 

inhalar elementos que predisponen al desarrollo de enfermedades respiratorias 

atópicas. Además, en colaboración con el Centro de Investigación y Epidemiología 

en Barcelona se abordó la cuestión sobre la aparición de asma de novo en adultos 

relacionado a la contaminación del aire por el tráfico vehicular (SALPALDIA, 2008). 

Asimismo, la contaminación asociada al tráfico vehicular ha sido asociada con el 

incremento de eosinófilos y de la respuesta inmunológica con el perfil Th2 en niños 

asmáticos (Rosser et al., 2016).   

 

Por otro lado, en Japón, Yamazaki et al (2013)., lograron relacionar los 

índices altos de contaminación, especialmente de ozono y no de PM10 con el 

número de urgencias hospitalarias en horario de 9 pm a 6 am en la ciudad de Himeji, 

en Japón. Una limitación del estudio fue el número de pacientes asmáticos y la 
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selección de ellos (Yamazaki et al., 2013). Además, en otra asociación en niños de 

Francia, se demostró que la exposición de PM2.5 incrementa la respuesta 

inflamatoria dentro de pulmón, específicamente de eosinófilos más que la 

exposición a PM10 (Nikasinovic et al., 2006). Una serie de estudios llevados a cabo 

en Europa tales como en Países Bajos midieron los niveles de la proteína CC16 en 

suero de pasajeros de camiones, conductores y ciclistas, sin embargo, a pesar de 

la gran cantidad de partículas (alrededor de 25 000 /cm3) los niveles de CC16 y 

otros mediadores inflamatorios presentaron fuertes inconsistencias (Zuurbier et al., 

2011). Además, se asociaron las concentraciones de CC16 en orina y la variación 

de partículas ultra finas en voluntarios residentes de Ámsterdam en Países Bajos, 

Erfurt en Alemania y Helsinki en Finlandia. La concentración de partículas fue 

monitoreada en una central de cada país, la media en 24h de estas partículas fue 

en cada ciudad de: 17.3×103 cm3 en Ámsterdam, 21.1×103 cm3 en Erfurt, and 

17.0×103 cm3 en Helsinki, las concentraciones de PM2.5 fueron de 20, 23 y 13 

g/m3, respectivamente. En contraste las concentraciones de CC16 parecieron 

incrementar conforme los niveles de PM2.5 incrementaron en Helsinki, 

especialmente entre las personas con alguna enfermedad respiratoria, produciendo 

el incremento en la permeabilidad de la barrera epitelial (Timonen et al., 2004).    

 

Las inconsistencias mostradas en los estudios epidemiológicos, 

probablemente están relacionadas con la evaluación del PM10 y PM2.5 como 

activadores de alergias en humanos. En la literatura científica, existen pocos 

estudios evaluando esta hipótesis (Li et al., 2010). Sin embargo, en los modelos 

animales de sensibilización alérgica la información es más concluyente.  
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4.2 Estudios en el modelo animal de sensibilización 
 

En el modelo de sensibilización de asma alérgica se utilizan frecuentemente 

a los roedores, principalmente rata y ratón. Dicho proceso comienza con la 

sensibilización específicamente de una mezcla de ovoalbúmina (OVA) más un 

adyuvante en periodos y dosis específicas de cada autor.   

 

En ratas Brown Norway, las cuales fueron sensibilizadas por vía intranasal o 

intratraqueal al polen de pasto (Phleum pratense) más 3mg/mL de DEP, los 

resultados evidenciaron que produce reacciones inflamatorias dentro del pulmón 

con incremento de la IgE específica para este polen (Steerenberg et al., 1999). En 

ratones BALB/c, se evaluó la administración intranasal de la mezcla OVA (10g) 

más UFP o PM2.5 (0.g) en suspensión en solución fisiológica. Los resultados 

demostraron que el efecto adyuvante es potente en la mezcla OVA + UFP, pero no 

usando PM2.5 (Li et al., 2009). En otro estudio del mismo grupo de investigación, 

demostraron que la administración intranasal de la mezcla de OVA (10g) y UFP 

(0.g), funcionó como adyuvante debido a su composición y alto poder óxido-

reductor. Asimismo, incrementó varios productos celulares de la respuesta Th2 (IL-

5, IL-13, OVA-especifica IgG1 e IgE) e IL-17. Asimismo, incrementó el número de 

neutrófilos y eosinófilos (Li et al., 2010).   

 

Además, la inhalación de humos u ozono incrementa la permeabilidad (Van 

Miert et al., 2005) la cual se ha evaluado utilizando la proteína CC16 a través de 

diferentes ensayos y en diferentes muestras como BAL, orina y suero. La inhalación 

de metales modificó la proteína CC16, tal como sucedió con la inhalación de vanadio 

que incrementó correlativamente esta proteína evaluada a través de 

inmunohistoquímica en el epitelio bronquiolar después de 8 semanas de exposición. 

El análisis se realizó a las 0, 4, 6 y 8 semanas de exposición, las cuales mostraron 

una r= 0.9955 y una r2= 0.9909, evidenciando que la proteína CC16 aumenta 

conforme incrementa el tiempo de exposición (Falcón Rodríguez, 2012). El humo 

de cigarro, el cual inhalaron a diferentes tiempos (2, 4, 15 y 24 h) y diferentes 



 
28 

 

concentraciones (0, 250, 500, 750, 1000 y 1250 g total) ratas de la cepa Sprague 

Dawley también mostró un incremento en concentración-dependiente y tiempo 

dependiente marcado de la proteína CC16 evaluada en el BALF (Van Miert et al., 

2005). En la cepa BALB/c de ratones los niveles de la proteína CC16 disminuyeron 

después del primer día de exposición, sin embargo, incrementaron después de 7 

días en animales sensibilizados a OVA y en animales sensibilizados que inhalaron 

partículas ultra finas los niveles incrementaron aún más. La expresión de la proteína 

CC16 aumentó junto con la TNF- (Alessandrini et al., 2010). En el modelo de ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR/NHsd) la instilación de partículas ultra finas no 

produjo liberación de la proteína CC16, lo que indicó que la exposición relativa a 

altas concentraciones instiladas de estas partículas no causan efecto tóxico serio 

(Gerlofs-Nijland et al., 2005). En otro estudio en el cual instilaron PM2.5 en ratas 

jóvenes Wistar de cuatro ciudades europeas de diferentes temporadas climáticas 

se produjo incremento de los niveles de CC16 en la temporada de primavera, 

invierno y otoño principalmente en las cuatro ciudades evaluadas (Ásmterdam, 

Oslo, Romo y Lodz), en contraste la fracción gruesa PM10 incrementó en todas las 

ciudades y temporadas más que la fracción anterior, produciendo un efecto de daño 

y permeabilidad mayor (Halatek et al., 2011).  

 

De manera interesante, el análisis de composición de las partículas en un 

estudio realizado en cinco ciudades europeas demostró daño y el efecto adyuvante 

en el proceso de sensibilización, no solo asociado al tamaño sino también a la región 

geográfica en donde se colectaron las partículas (Steerenberg et al., 2005). Ellos 

sensibilizaron a ratones BALB/c por la vía intra-nasal con una mezcla de OVA 

(0.4mg/mL) plus PM (9 mg/mL), el cual resultó en una dosis de 20mg de 

ovoalbúmina por ratón y 450mg de PM, debido a las repetidas administraciones del 

proceso de sensibilización. El PM fue colectado de cinco ciudades europeas 

(Ámsterdam, Roma, Lodz, Oslo y Zilk) y se evaluaron diferentes biomarcadores del 

proceso de sensibilización (IgE, IgG1, IgG2a, específicas para OVA). Los resultados 

mostraron que el PM de dos ciudades tiene alto poder adyuvante. Para Roma, la 

fracción PM10 y Lodz para PM2.5, ambos en primavera. Y la muestra de Oslo de 
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PM10 presentó un pico en dicha actividad. Ellos atribuyeron la actividad adyuvante 

a la fracción soluble de las partículas, ya que, la fracción insoluble de las muestras 

de Oslo y Roma no modificó los niveles de las inmunoglobulinas y no mostró 

cambios patológicos, mientras que en la fracción soluble de Lodz (primavera) activó 

estos cambios en los lavados bronco-alveolares (BAL, pos sus siglas en inglés) 

(Steerenberg et al., 2005). En un estudio posterior, analizaron el contenido de las 

diferentes muestras de las cinco ciudades. En el caso del análisis de elemental de 

componentes, se encontró que Roma tiene todos los mismos metales a excepción 

del zinc (Möbs et al.). En cambio, las muestras de Ámsterdam se caracterizaron por 

presentar concentraciones altas de magnesio (Mn) y vanadio (V) en la fracción 

gruesa. El plomo (Pb) y Zn fueron relativamente altos en la fracción PM2.5 de Lodz. 

El fierro (Fe), manganeso (Mg), aluminio (Al), cromo (Cr) y cobre (Cu), usualmente 

se encontraron en la fracción gruesa, mientras que el Zn, Pb, níquel (Ni), y V son 

constituyentes importantes de la fracción PM2.5 (Steerenberg et al., 2006).  

 

En el caso de los constituyentes inorgánicos, los nitratos (HNO3), sulfatos 

(SO42-), amonio (NH3), cloro (Cl), potasio (K), y sodio (Na) fueron los mayores 

constituyentes de las muestras del PM. El Cl y Na fueron componentes sustanciales 

de las muestras de Ámsterdam y de Zilk. Los (SO42-) y HNO3 se encontraron 

principalmente en la fracción PM2.5. Los niveles altos de K se hallaron en las 

muestras de Roma (Steerenberg et al., 2006). Para los constituyentes orgánicos, 

los altos niveles de PAHs se hallaron en las muestras de Lodz, particularmente en 

el invierno. Además, otros patrones fueron hallados como biomarcadores del tráfico 

vehicular, tales como los hopanos y esteranos que se encentraron principalmente 

en las PM2.5 de invierno y de verano en las muestras de Oslo.  Estos elementos 

están asociados en invierno a PM de Roma y en verano a muestras de Lodz. Sin 

embargo, este patrón no fue reflejo de los niveles de hopano, los cuales fueron 

predominantes tanto en primavera como en invierno en las PM de Lodz, Oslo y 

Roma (Steerenberg et al., 2006). Además, el análisis mostró un ranking de las 

ciudades de acuerdo al efecto adyuvante de la siguiente manera, Lodz > Roma ≥ 

Oslo > Ámsterdam. Las partículas de de Zilk mostraron ser menos potentes que las 
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partículas de Lodz, pero son comparables con las PM de Roma y Oslo, y tienen 

mayor efecto adyuvante que las partículas de Ámsterdam. Ambas fracciones fueron 

activas. Sin embargo la fracción gruesa produjo mayor efecto adyuvante que la 

fracción fina (Steerenberg et al., 2005).  

 

4.3 Asma y citocromo P450 
 

La relación asma, contaminación y citocromo P450 es escasa en la literatura 

científica, sin embargo, se conoce que los contaminantes, principalmente los PAHs 

son metabolizados y en algunos casos bioactivados por las isoformas CYP1B1, 

CYP1A1 y CYP1A2 (Ioannides, 2008), mientras que los metales pueden disminuir 

la actividad de estas isoformas aún con la administración conjunta de PAHs (Anwar-

Mohamed et al., 2009). Además, se conoce que las infecciones o la inflamación de 

tipo crónico estimula la actividad de varias isoformas del CYP450 en hígado y tejidos 

extra hepáticos como cerebro. Los lipopolisacáridos (LPS) pueden suprimir la 

actividad del CYP1A1 cuando se administra una inyección intracerebroventricular 

(Morgan, 2001). A diferencia de CYP1A1 y CYP1A2 que pueden ser modulados por 

metales y PAHs, el CYP2E1 puede ser modulado por el proceso de inflamación, ya 

que IL-1 induce la transcripción de esta isoforma en conejo y algunos sitios del 

promotor que son responsables de la regulación del INF- e IL-4. Es decir, el 

incremento en la respuesta inflamatoria puede modular el CYP2E1 a través de las 

interleucinas IL-4, IL-6, INF- y TNF-, esta última modula al CYP1A1 (Ioannides, 

2008). Sin embargo, el modelo de inflamación de anafilaxia inducida a través de 

ovoalbúmina (OVA) en ratones que recibieron esta proteína por medio de una 

inyección intraperitoneal no mostraron efecto sobre los CYP evaluados como 

CYP1A2, CYP 2B10 y CYP3A (Moriya et al., 2014). Hasta el momento, este tipo de 

estudios no se han realizado en nuestro país y es importante responder varias 

preguntas importantes sobre este tema. 
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5 JUSTIFICACIÓN 
 

La prevalencia de las enfermedades alérgicas se ha incrementado en los 

últimos años en todo el mundo y México no es la excepción. La tendencia 

probablemente está relacionada con la gran cantidad de fuentes de emisión de PM, 

ya que el número de vehículos automotores también se ha elevado notablemente. 

Por lo que resulta preponderante evaluar las alteraciones que provocan las 

partículas de la Ciudad de México en el modelo experimental de asma en cobayos 

sensibilizados a ovoalbúmina, el cual está perfectamente establecido en nuestro 

laboratorio, ya que produce cambios como la hiperreactividad pulmonar, bronco 

espasmo reversible e inflamación crónica similar a humanos. Por lo anterior, 

planteamos la siguiente pregunta ¿La exposición a PM2.5 de la Ciudad de México 

es capaz de funcionar como adyuvante en el proceso de sensibilización y/o alterar 

el mecanismo de metabolismo de xenobioticos? (Figura 9)  

 

 

Figura 9. ¿La exposición a PM2.5 de la Ciudad de México será capaz de funcionar como 

adyuvante en el proceso de sensibilización y aumentar el daño pulmonar en el modelo de 

sensibilización alérgica en cobayos? Además, ¿producirá cambios en el mecanismo de 

metabolismo de xenobioticos, CYP450? 
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6 HIPÓTESIS 
  

La inhalación de PM2.5 incrementará las crisis asmáticas en los animales 

sensibilizados con ovoalbúmina más Al(OH)3, e inducirá un efecto adyuvante en los 

animales sensibilizados solo con el antígeno (OVA).  

 

7 OBJETIVOS  
 

7.1 Objetivo general 
 

Evaluar el daño morfo-fisiopatológico e inmunológico involucrado en la 

exposición a PM2.5 en el modelo de sensibilización de asma alérgico en cobayos 

(Cavia porcellus).  

 

7.2 Objetivos particulares 
 

1. Determinar la composición del PM2.5 de la Ciudad de México 

Evaluar el efecto de la exposición a PM2.5 en cobayos sensibilizados y no 

sensibilizados a ovoalbúmina con la finalidad de:  

2. Identificar las alteraciones fisiológicas respiratorias, mediante el uso de la 

pletismografía barométrica.  

3. Evidenciar la respuesta inflamatoria a través del conteo diferencial celular 

en el BAL 

4. Identificar los efectos tóxicos histopatológicos mediante tinción de:  

• Masson (Fibrosis).  

• PAS (metaplasia mucoide). 

5. Evaluar los biomarcadores de daño pulmonar y del proceso de 

sensibilización mediante ensayos de ELISA.   

• CC16 

• IgG inespecífica 

• IgG específica para ovoalbúmina 

• IgE específica para ovoalbúmina 
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6. Dilucidar el perfil inmunológico en lavados bronco-alveolares mediante 

ensayo Bio-plex pro para el perfil inmunológicoTh1/Th2 (IL-2, 4, 5, 10, 12, 

GM-CSF, INF- y TNF-

7. Evaluar el efecto que tiene dicha inhalación en el sistema metabólico del 
CYP450 (CYP1A1, CYP1A2 y CYP2E1) en microsomas de pulmón.  

 

 

8 METODOLOGÍA 
 

El protocolo para esta investigación fue aprobado por el comité de bioética 

del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, (INER), Ismael Cosío Villegas 

de la Secretaría de Salud con el número B21-13 (Anexo II).   

 

 

8.1 Los animales 
 

Para este estudio, se utilizaron 30 cobayos machos de 450-500 gramos de 

peso (de dos a tres meses de edad). Los animales fueron alimentados (Tekland, 

dieta para cobayo 7006, Harlan, Madison, WI) y bebieron agua destilada ad libitum. 

Se dividieron en 5 grupos de 6 animales cada uno. Se sensibilizaron los animales 

el día 1 mediante una mezcla de 60 g Ovoalbúmina y 1mg de hidróxido de aluminio 

[Al(OH)3] como adyuvante (i.p. y s.c.) o solamente fueron sensibilizados con 

ovoalbúmina (sin adyuvante) disuelto en NaCl 0.9%. El día 8 y 15 inhalaron 3mg/ml 

y 1mg/ml de OVA en NaCl 0.9% a través de un nebulizador (Model WH-802, Yuehua 

medical instrument Factory, Co. Guangdong, China) (Figura 10).  

 

8.2 Diseño Experimental  
 

Los animales inhalaron aire filtrado (AF) o PM2.5 los días 1, 2 y 3 de octubre 

de 2013 (8AM-1PM) mediante un Sistema Concentrador de Partículas (SCP) 

ubicado en CINVESTAV-Zacatenco. El día 21-22, se realizó el análisis de la 

fisiología respiratoria en el pletismógrafo barométrico (DSI, Buxco). El día 22-23 se 

realizó el sacrificio de los animales mediante la administración de pentobarbital 
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sódico (35mg/Kg i.p), siguiendo el esquema siguiente para el realizar el estudio 

(Figura 11). 

 
Figura 10. Proceso de sensibilización mediante la inyección de ovoalbúmina + hidroxilo 
de aluminio en el cobayo. (Esquema realizado por Vargas-Becerra M).  
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Figura 11. Grupos experimentales. Día 1, los animales se sensibilizaron con una inyección 
de OVA+AlOH3 o solo OVA. El día 1, 2 y 3 Inhalaron aire filtrado (AF) O partículas finas 
(PM2.5). El día 8 y 15 inhalaron OVA nebulizada. El día 21 y 22, se realizó el registro en el 
Pletismógrafo barométrico el día 22-23 se llevó acabo el sacrificio de los animales. No 
sensibilizado + Aire filtrado: NS+AF, No sensibilizado + PM2.5: NA+PM2.5, Sensibilizado + 
adyuvante + Aire filtrado: S+Adj+AF, Sensibilizado + adyuvante + PM2.5: S+Adj+PM2.5, 
Sensibilizado + Aire filtrado: S+AF y Sensibilizado + PM2.5: S+PM2.5. Los animales 
inhalaron AF o PM2.5 5 horas por días durante 3 días, cumpliendo un total de 15h.   
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8.3 El sistema concentrador de partículas 
 

 
El SCP es un equipo que se encuentra ubicado el norte de la Ciudad de 

México, exactamente en CINVESTAV-Zacatenco. Es un sistema el cual permite la 

exposición de los animales a través de la vía inhalada en tiempo real a PM de la 

Ciudad de México (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Sistema Concentrador de Aerosoles. Este equipo permite la exposición por vía 
inhalada y en tiempo real a PM de la Ciudad de México.  
 

 

Básicamente, el equipo funciona mediante dos bombas de vacío, una bomba 

mayor (115 L/min) y una bomba menor (2.5 L/min). El objetivo es colectar aire, el 

cual pasa por una serie de dispositivos que lo calientan a 30°C y enfrían a -6°C. 

Luego, el PM es separado por un filtro Venturi, el cual permitirá el paso del PM10. 

Enseguida las muestras ingresan por un desecador y luego por una serie de filtros 

en cascada, permitiendo el paso de las PM2.5. Después de la salida del filtro de 

cascada, la toma se divide en dos, una salida termina en las cajas de inhalación que 

están cerradas herméticamente y la otra tiene acoplado filtros de teflón, los cuales 

permiten realizar estudios de composición y gravimetría. Por otro lado, otras dos 

tomas están acopladas a filtros HEPA, filtros de óxidos de nitrógeno y carbón, de 

esta manera los animales expuestos a aire filtrado no inhalan partícula alguna. El 

proceso de calentamiento, enfriamiento y desecación del PM en el sistema 
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concentrador de partículas, simula la dinámica atmosférica, de esta manera las 

partículas son enriquecidas (Figura 13). 

 
 

 
Figura 13. Sistema concentrador de partículas. Toma muestras de aire de la Ciudad de 
México.  
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8.4 Pletismografía barométrica 
 
 

El día 21 se realizaron los ensayos de fisiología respiratoria después del reto 

de OVA (0.5mg/mL/60s). Cada animal estuvo en una cámara de libre movimiento y 

utilizando pletismografía barométrica (Buxco Electronics Inc., Troy, NY, USA) se 

obtuvo el índice PENH conocido como enhanced pause o pausa incrementada el 

cual es un reflejo de la resistencia de las vías aéreas (Vargas et al., 2010) causado 

por la obstrucción de éstas. Medimos el Penh antes y después del reto a OVA, 

después del reto se hizo un registro durante 15 min. Evaluamos la respuesta positiva 

si el incide de Penh incrementaba de 2 a 6 veces más que la línea basal antes del 

reto de OVA representando el grado de hiperreactividad. El PENH está determinado 

por (Figura 14):   

 

penH = Te/RT-1*PEF/PIF 

 

Te= Tiempo de espiración 

RT= Tiempo de relajación 

PEP= Pico del flujo espiratorio 

PIP= Pico del flujo inspiratorio 

 

En donde Te/RT-1= pausa; por lo tanto, la ecuación queda de la siguiente manera:  

penH = Pausa(PEF/PIF) 
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Figura 14. Registro pletismográfico. Obtención del PENH a través de la medición de flujos 
respiratorios de los animales. Tomado de (Hamelmann et al., 1997).   

 

Cuando la resistencia u obstrucción de la vía aérea aumenta, el flujo del 

pico espiratorio (PEP) también aumenta. La fase de inclinación del flujo torácico en 

el flujo espiratorio incrementa mostrando una meseta (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Registro pletismográfico. A) Curva y valores del PENH de un animal sano. B) 
Curva y valores del PENH de un animal asmático el cual presenta broncobstrucción. El PEP 
incrementa mostrando una meseta, además el pico espiratorio e inspiratorio están alterados 
en comparación con la figura A).  
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8.5 Lavado bronco-alveolar  
 

24h después del registro en el pletismógrafo, los animales fueron sacrificados 

con una inyección de pentobarbital (35 mg/Kg). El BAL se realizó mediante la 

instilación de 5 mL de solución salina (37°C) (duplicado) de una cánula en la 

tráquea. Cada instilación se mantuvo en los pulmones por 1 min, se recuperó y se 

almacenó a 4°C.  El BAL fue centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 4°C. El 

sobrenadante se almacenó a -20°C para realizar los ensayos de ELISA y Bio-plex. 

El botón obtenido fue resuspendido con 1 mL de solución salina. Se realizó la tinción 

vital con azul de tripano para el conteo total en una cámara de Neubauer (Hauser 

Scientific, Horsham PA, USA). Se hicieron las laminillas de la re-suspensión celular 

utilizando una cito-centrifuga (Cyto cent, Wescor Inc., Utah, USA). Las laminillas 

fueron teñidas con Giemsa para realizar el conteo diferencial. El conteo total fue 

expresado en células/mL y el conteo diferencial fue expresado como porcentaje 

celular. 

 

Técnica Giemsa para frotis (células en medio líquido) 

 

Las laminillas fueron fijadas con metanol durante 5 a 7min, se secaron al aire. 

El colorante Giemsa fue diluido 1:20 con agua desionizada (el color puede variar de 

acuerdo a la dilución en el buffer). Se tiñeron las laminillas durante 15 a 60min. 

Estas se lavaron con agua desionizada, se secaron al aire y se montaron con resina 

sintética para su evaluación al microscopio.  

 

8.6 Histología y análisis morfométrico  
 

Después de obtener el BAL, el bronquio extra-pulmonar derecho se pinzó y 

se fijó el pulmón izquierdo mediante la instilación intra-traqueal de formol 

amortiguado al 10%. El pulmón derecho fue congelado y almacenado a -80°C. En 

los pulmones fijados se realizó la técnica histológica convencional para ser cortado 

en secciones de 3-5 m de espesor. Después fueron teñidos con H-E, Masson y 

ácido peryódico de Schiff (PAS). 
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Tinción de Hematoxilina y Eosina (H-E) 

 

La tinción de H-E es una tinción de rutina para evidenciar núcleos y 

citoplasma y sirvió para localizar y analizar infiltrado en el pulmón. Las laminillas se 

desparafinaron en xilol (30 lavados), se rehidrataron en alcoholes graduales (96°, 

80°, 70°, 60° y 50°, 30 lavados en cada uno) y al finalizar se lavaron en agua 

destilada (30 lavados). Posteriormente fueron teñidas con hematoxilina durante 2-5 

min y después se lavaron con agua corriente hasta quitar el exceso de color. 

Nuevamente se lavaron con agua destilada (30 lavados) y después se tiñeron con 

eosina al 0.2% durante 30 a 60s. Las laminillas se introdujeron en alcohol ácido para 

virar el color. Después de este procedimiento, las laminillas se deshidrataron en 

alcoholes graduales (70°, 80°, 96°, 30 lavados), se lavaron nuevamente en xilol (30 

lavados) y se montaron con resina sintética para su posterior evaluación al 

microscopio. El resultado de la tinción es núcleos: morado-azul y citoplasma: rosa. 

 

Tinción Tricrómico de Masson 

 
La tinción de Masson evidencia las fibras de colágena y sirve para evaluar la 

presencia de fibrosis en los tejidos en este caso de pulmón. Para esto, las laminillas 

se desparafinaron en xilol (30 lavados), se rehidrataron en alcoholes graduales (96°, 

80°, 70°, 60° y 50°, 30 lavados en cada uno), se fijaron en la solución de Bouin 

durante 1 h a 56-60°C. Después de este paso, se lavaron nuevamente y se tiñeron 

con la hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min. Nuevamente se lavaron con 

agua corriente por 10 min para su diferenciación para su posterior tinción con 

fucsina-escarlata (90mL de Escarlata de Biebrich 1% de agua destilada, 9mL de 

fucsina ácida en solución acuosa al 1% en agua destilada y 1mL de ácido acético). 

Después se lavaron en agua destilada (30 lavados), posteriormente se colocaron 

en ácido fosfomolíbdico al 5% en agua destilada durante 15 min. En seguida se 

colocaron en el colorante azul de anilina durante 5 min, se lavaron nuevamente con 

agua destilada (2-4 lavados) y se diferenció el color en ácido acético al 1% en agua 

destilada (3-5 min). Las laminillas se deshidrataron en alcoholes del 90° y 96° 
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rápidamente, se lavaron en xilol (15 lavados) y se montaron con resina sintética. El 

resultado fue núcleos: negros, citoplasma, queratina, fibras musculares y fibras 

intercelulares: rojo y colágena: azul.   

 

Tinción Ácido Peryódico de Schiff 

 

La tinción de PAS oxida grupos glicoles a aldehídos. El reactivo de Schif se 

une a estos y al final evidencia a las mucoproteinas de color fucsia. Las laminillas 

fueron desparafinadas en xilol (30 lavados), se rehidrataron en alcoholes graduales 

(96°, 80°, 70°, 60° y 50°, 30 lavados en cada uno) y se tiñeron con ácido peryódico 

al 0.5% en solución acuosa durante 5 min. Después se lavaron con agua destilada 

y nuevamente fueron teñidas pero ahora con el reactivo de Schiff en un microondas 

durante 20 s, se removieron y nuevamente se introdujeron al microondas 15-20 s al 

finalizar este paso las muestras se quedaron durante 90min en la solución caliente. 

Se lavaron con agua por 10 min y se contra tiñeron con hematoxilina de Harris en 

el microondas durante 20-30 s. Se lavaron con agua destilada, se deshidrataron, 

limpiaron y montaron con resina sintética. Los resultados de la técnica muestran el 

glicógeno, mucinas, membranas basales y retículo de rojo-rosa y los núcleos de 

color azul. 

 

Los resultados fueron presentados como porcentaje de células PAS+ en 

relación a aquellas PAS-. Para ello se contaron el número de células PAS+ 

presentes en 20 bronquiolos.  

 

8.7 Ensayos de ELISA 
 

El sobrenadante del BAL sirvió para realizar los ensayos de ELISA para 

evaluar biomarcadores del proceso de sensibilización como: IgG inespecífica 

(564155), IgG1 OVA específica (746691), IgE OVA específica (701476), y la 

proteína  CC16 (724602) como biomarcador de daño y exposición a PM2.5 

(MyBioSource, San Diego, CA, USA). Se realizaron duplicados y se siguieron las 

http://www.mybiosource.com/prods/ELISA-Kit/Guinea-Pig-IgG/datasheet.php?products_id=564155
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instrucciones de manufactura. Para determinar la densidad óptica, se utilizó un 

lector de placas (Synergy HTX, Multimode Reader, Bio Tek, Vermont, USA) y se 

leyeron a 450 nm. Las muestras se analizaron utilizando (Gen5™ Microplate Reader 

and Imager Software). 

 

8.8  Ensayo Quimiluminisencia bio-plex Pro 
 

Asimismo, con el sobrenadante del BAL se realizó el ensayo Bio-plex pro 

para el panel de 8 citocinas, perfil inmunológico Th1/Th2, el cual incluye IL-2, 4, 5, 

10, 12, GM-CSF, INF- y TNF- (Th1/Th2 panel M60-00003J7, Bio-Rad, Hercules, 

CA). La ventaja de este ensayo es el uso de pequeñas cantidades de muestra 

(50L) y el gran número de proteínas analizadas. Las muestras se trabajaron por 

duplicado y se siguieron las instrucciones de manufactura (Anexo 1). La placa se 

leyó en un Bio-plex multiplex System 200 a 523 y 625nm. Los resultados se 

analizaron en el software Bio-plex 6.0. (Hercules, CA. Bio-Rad)  
 

 

8.9  Ensayo de Actividad CYP450  
 

Los pulmones almacenados a -80°C fueron descongelados y cortados. Se añadió 

tres veces el volumen de solución de KCL 0.15M con respecto al peso de cada 

muestra. (3mL/g de peso de pulmón). Se homogenizaron en un homogenizador 

Potter-Elvehjem a 4°C y se centrifugaron a la misma temperatura a 9000 g durante 

9 min. Se recuperó el sobrenadante (la fracción S-9) y se almacenaron a -80°C. La 

fracción S-9 se descongeló y se centrifugó a 100 000 g durante 1 h.  Después se 

resuspendió con el homogenizador manual de cristal esmerilado. Se centrifugó 

nuevamente a 100 000 g durante 1 h a 4°C. Se recuperó el botón, y se agregó 

amortiguador de fosfato de potasio 0.1M (pH 7.4), se congelaron en hielo seco y se 

almacenaron a -80°C. La cuantificación de proteína total se realizó por el método de 

Bradford (Bradford, 1976). 
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La actividad enzimática se cuantificó en una placa de 96 pozos. Para ello se utilizó 

buffer de actividad (1.515 g de tris base y 1.27g de MgCl2) disuelto en agua destilada 

(pH7.6). Se aforó a 250 mL y filtró (0.45m). Se preparó el sustrato EROD para 

actividad CYP1A1, MROD para actividad CYP1A2.  2.5 mM de NADPH se agregó 

a cada pozo para detonar la reacción. Las curvas patrón se realizaron con diferentes 

concentraciones de resorufina (0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pmol) 

 

En cada pozo de las muestras y los blancos se colocaron 5L de sustrato (EROD o 

MROD según sea el caso) y 80g de proteína; excepto para CYP1A2 que requirió 

150g. Se ajustó el volumen final con 155L. La placa se incubó durante 3 min a 

37°C en el equipo lector de placas (Synergy HTX, multimode Reader, Bio Tek, 

Vermont, USA). Después de este tiempo se agregó 40L de NADPH a todos los 

pozos que contenían las muestras de microsomas. La placa se leyó en intervalos 

de 20s, durante 15min. Se midió la fluorescencia a una longitud de excitación de 

530nm y una longitud de onda de emisión de 590nm.  

  

Para la actividad de la isoforma CYP2E1 se utilizó como sustrato 7-metoxi-4-

trifluorocumarina (MFC) para formar el metabolito 2-hidroxi-4-trifluorocumarina 

(fluorescente). Las muestras al igual que las isoformas anteriores también fueron 

leídas en una placa de 96 pozos. La curva patrón se realizó con 0, 25, 50, 100, 150, 

200, 250, 300 nmol de HFC. En cada pozo se agregó 6L de MFC mM y 120L de 

amortiguador y 40L de NADPH y la cantidad necesaria de proteína (20g) por 

pozo. EL volumen final fue ajustado en 100L en cada pozo. Se incubó a 37° C por 

10 min en el equipo lector de placas (Synergy HTX, Multimode Reader, Bio Tek, 

Vermont, USA). Pasando este tiempo se agregó 100mL del sustrato pre incubado a 

todos los pozos que contenían las muestras. La placa se leyó en intervalos de 20s 

durante 120 min. Se midió la fluoresceína a una longitud de onda de excitación de 

409nm y una longitud de onda de emisión de 530 nm.  
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8.10  Análisis del PM2.5 
 

En el SCP la temperatura y el flujo fueron controlados durante la exposición, 

se controló la ventilación y la transpiración. Se utilizaron filtros de teflón de 37mm 

(PTFE 2 mm pore, Gelman Science, Ann Arbor, MI), los cuales fueron pesados y 

equilibrados. Durante los tres días de exposición, los filtros fueron almacenados a 

4°C. Al final de la exposición los filtros se removieron de sus casetes y nuevamente 

se pesaron para determinar la concentración de masa. El análisis elemental se 

realizó mediante la técnica de Fluorescencia de Rayos X (XRF). Se utilizó un 

espectrómetro de rayos X desarrollado en el Instituto de Física de la UNAM (IF-

UNAM), para aplicaciones ambientales, el cual consiste en un tubo de rayos X 

(Oxford Instruments) con un ánodo de Rh, así como un detector de rayos X Amptek 

Si-PIN (resolución 160 eV a 5.9 keV). El tubo de rayos X fue operado a 50 kV y con 

una corriente de 250 µA, la irradiación de las muestras fue durante 1200 s por cada 

espectro. Las eficiencias de los sistemas de detección se midieron utilizando 

estándares de película delgada de elementos patrón o compuestos puros 

(MicroMatter Co., Vancouver, Canadá) en todos los casos. Los espectros 

resultantes se integran con el programa Win-QXAS para XRF, para obtener las 

concentraciones elementales (Manual for QXAS, 2005) (Espinosa et al., 2012).    

    

8.11  Análisis de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (PHAs) 
 

 

El contenido de PAHs fue analizado en un cromatógrafo de gases acoplado 

a espectrometría de masas (GC-MS), modelo 6890 plus/5973N Agilent 

Technologies, CA, USA. Para la identificación de cada PAHs se utilizaron el tiempo 

de retención relativo y sus iones secundarios. Se utilizó un inyector de temperatura 

programable, inyectando 1 µL del analito en modo sin divisiones a 300 °C en una 

columna capilar DB35-MS (J&W Scientific, USA) de 30 metros de largo x 0.25 mm 

ID x 0.25 µm de ancho. Se utilizó helio de alta pureza (99.999 % Infra) como gas 

transportador a un flujo de 1.2 mL min−1. La temperatura del horno fue programada 

de esta forma: 40°C 1 min, primer incremento 50 °C min−1 hasta 110 °C, segundo 
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incremento 5°C min−1 hasta 303 °C, tercer incremento 20°C min−1 hasta 335 °C, 

durante 13 min. El tiempo total de corrida fue de 55.6 minutos. En la línea 

transferencia, la fuente de iones y las temperaturas fueron 300, 230 y 150°C, 

respectivamente. El espectrómetro de masas fue operado en el modo de ionización 

de electrones a 70 mV con un monitoreo selectivo para algunos iones (Villalobos-

Pietrini et al., 2006; Amador-Muñoz O. et al., 2014).  
 

8.12  Análisis de endotoxinas y glucano  
  

 

Las endotoxinas y el (1-3)-β-D-Glucano fue evaluado por la técnica de 

pirocromo, método cromogénico cinético (Associated of Cape Cod, Inc., East 

Falmouth, MA, USA). Las muestras de PM fueron resuspendidos en 50 mM Tris-

buffer. Después, se sónico en baño maría durante 1 h a 22°C, con intervalos de 

agitación en un vortex de 1 min durante 15 min.  Se realizaron diluciones 1:10 de 

cada suspensión preparada. El control de endotoxina fue derivado de Escherichia 

coli 0113:H10 (Associated of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA, Lot. 139) 

con el potencial de 18 UE/ng y (1-3)-β-D-Glucan standard 200 pg/mL (Associated of 

Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA, Lot. 1189027), fueron usados como 

referencia. Las muestras fueron analizadas por duplicado usando un tubo lector, 

incubadas a 37°C en un Pyros Kinetix Flex Instrument (Associated of Cape Cod, 

Inc., East Falmouth, MA, USA). La densidad óptica fue registrada mediante 405nm 

de longitud de onda. Los datos se analizaron en el programa Pyros EQS v 1.2. 

 

8.13  Análisis estadístico  
  

Todos los ensayos fueron realizados mediante ANOVA (Tukey) y t-student 

para distinguir las diferencias entre pares de grupos en el programa Prisma 5 

(software, GraphPad, USA). Consideramos p<0.05 como estadísticamente 

significativo. Además, en las muestras para las citocinas realizamos un análisis 

multivariado utilizando el coeficiente de correlación de Pearson para asociar dos o 
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más variables. Este análisis se realizó con el programa StatGraphics Centurion XVII 

(v17.1.12). 

 

9 RESULTADOS 
 

9.1 Gravimetría 
 

 

Los animales que inhalaron PM2.5 concentradas durante las 15 h (5h/día/3 

días) fueron expuestos a 609 ± 12.73 g/m3 acumulado. Los muestreadores mini 

vol colectaron 40 ± 7.07 g/m3 de PM2.5 en el aire ambiente. Es decir, que el 

concentrador de partículas incrementó 15 veces más la concentración de PM2.5 

(Figura 16). 

 

 
Figura 16. Gravimetría. Los animales inhalaron 609 ± 12.73 g/m3 durante las 15 h 
(*p<0.05 Vs aire filtrado). Los muestreadores colectaron 40 ± 7.07 g/m3 y fueron 
significativamente diferentes (*p<0.5 Vs Aire filtrado).  
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9.2 Composición inorgánica del PM2.5 
 

El análisis de inorgánicos evidenció que no todos los elementos se 

concentran proporcionalmente. Sin embargo, algunos elementos se concentraron 

por encima de 2g/m3 como el Al, Si, P, S, K, Ca, Fe y Zn. Por otro lado, otros 

elementos fueron pobremente concentrados como Ti, V, Cr, Ni y Cu (Figura 17). 

 
Figura 17. Análisis de elementos inorgánicos. Este análisis evidenció que los animales 
inhalaron ciertos elementos que se concentraron más como Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Fe y Zn. 
Por otro lado, otros elementos no fueron altamente concentrados como el V, Cr, Mn y Cu.  
 

 

9.3 Composición orgánica del PM2.5 
 

Tal como ocurrió en el análisis elemental, algunos PAHs también se 

concentraron no proporcionalmente. Los elementos más concentrados por encima 

de 2g/m3 fueron: fenantreno, pireno, benzo (a) antraceno, trifenileno+cristeno, 
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benzo (k) fluoreno, benzo (e) pireno, benzo (a) pireno, indeno (1,2,3-cd) pireno y 

benzo (ghi) perileno. Otros elementos a pesar de presentarse en el aire ambiente, 

no se concentraron más, como acenaptileno, fluoreno, antraceno y 1-metilantraceno 

(Figura 18). 

 

 
 
Figura 18. Análisis de hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs). Al igual que el análisis 
anterior, no todos los elementos son concentrados. Los animales estuvieron expuestos a 
11 hidrocarburos de los 18 evaluados.   
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9.4 Composición de los elementos biogénicos del PM2.5 

 

En los filtros se colectaron endotoxinas (Figura 19 A) y glucáno (Figura 19 B). 

Sin embargo, solo los niveles de endotoxinas aumentaron significativamente con 

respecto al aire ambiente. Es decir, los animales fueron expuestos a compuestos 

biogénicos.  

 
Figura 19. Análisis de compuestos biogénicos. El sistema concentrador de partículas 
concentró más las endotoxinas que el glucano. La concentración de endotoxinas fue 
significativamente más alta y a la cual estuvieron expuestos los animales durante las 15h 
(***p<0.001 Vs aire ambiente) t de student.     
 
 
9.5  Fisiología Respiratoria  
 

El análisis de fisiología respiratoria en el pletismógrafo mostró el valor basal 

de PENH en todos los grupos y cuya media fue de 0.3367 ± 0.07182, la cual fue 

tomada como 100% de la respuesta y a partir de allí se calcularon los cambios.  

Después del reto de OVA, los valores de PENH incrementaron de manera típica en 

el grupo S+Adj+AF, pero la inhalación de PM2.5 en el grupo S+Adj no incrementó 

más el PENH con respecto del grupo anterior, ambos mostraron un incremento de 

10 veces sobre la línea basal del Penh. Además, las PM2.5 en el grupo solo 

sensibilizado (S+PM2.5) incrementó el Penh alrededor de 6 veces más (Figura 20 

A). Por otro lado, el análisis a través del tiempo evidenció que las PM2.5 producen 
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una respuesta de hiperreactividad, justamente a los 3 min después del reto de OVA 

en el grupo S+Adj más que en el grupo S+Adj+AF, que muestra una respuesta típica 

a los 9 min después del reto de OVA. El grupo S+PM2.5 también incrementó el Penh 

después de 6min del reto de OVA, mostrando una respuesta lenta, pero al final los 

animales respondieron al antígeno. Esto muestra el efecto adyuvante que presenta 

del PM2.5 en presencia del antígeno en este modelo (Figura 20 B).  

 

 
Figura 20. Pletismografía barométrica. A) Registro pletismográfico antes y después del reto 
a OVA.  Los animales NS+AF; No sensibilizados + aire filtrado, NS+PM2.5; No 
sensibilizados + PM2.5 y S+AF; Sensibilizados + aire filtrado no incrementaron su Penh 
basal después del reto a OVA. Por otro lado, el grupo S+Adj+AF; sensibilizado + adyuvante 
+ aire filtrado, mostró una respuesta típica de un grupo asmático, el índice de Penh se elevó 
10veces desde la línea basal (100%) (***p<0.001 Vs NS+AF). El grupo S+Adj+PM2.5; 
Sensibilizado + adyuvante + PM2.5 no mostró diferencias después del reto a OVA 
comparado con su grupo control S+Adj+AF, ya que también su Penh se elevó alrededor de 
1000% (***p<0.001 Vs NS+AF). Interesantemente, el grupo S+PM2.5; Sensibilizado + 
PM2.5 después del reto a OVA incremento el índice de Penh aproximadamente 6 veces 
desde la línea basal (*p<0.5 Vs NS+AF). B) Registro durante 15 min después del reto a 
OVA. El grupo S+Adj+AF mostró una cuerva típica cuando es retado al antígeno (OVA). 
Tardó aproximadamente 9 min en presentar el pico más alto de Penh. Su contra parte 
S+Adj+PM2.5, mostró el pico más alto a los 3 min después del reto de OVA, mostrando un 
incremento en la hiperreactividad bronquial. El grupo S+PM2.5 mostró un incremento lento, 
el pico más alto fue a los 9 min después del reto a la OVA y los 9 min al igual que el grupo 
S+Adj+AF. Todos los análisis fueron realizados utilizando ANOV (tukey).      
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9.6 Inflamación pulmonar  
 

El conteo celular por tinción de Giemsa (Figura 21 A-F) mostró en los grupos 

NS+AF y S+AF niveles basales de los diferentes tipos celulares evaluados. El grupo 

NS+PM2.5 solo incrementó el número de macrófagos con respecto al grupo control. 

Sin embargo, el grupo S+Adj+AF incrementó solo los eosinófilos como biomarcador 

de asma. En contraste, el PM2.5 en el grupo S+Adj no solo aumentaron los 

eosinófilos sino también los neutrófilos, evidenciando diferencias significativas 

comparando con el grupo S+Adj+AF. En el grupo S, el PM2.5 aumentó solo los 

eosinófilos. El incremento en porcentaje de eosinófilos solo fue significativamente 

diferente comparado contra el grupo NS+AF (Figura 22). El conteo total no mostró 

diferencias significativas entre los grupos evaluados.     

 

 

Figura 21. Micrografías de los lavados bronquioalveolares A) NS+AF, B) NS+PM2.5, C) 
S+Adj+AF, D) S+Adj+PM2.5, E) S+AF, F) S+PM2.5. Las flechas señalan: Negras; 
macrófagos, amarillas; linfocitos, rojas; eosinófilos y verdes; neutrófilos.     
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Figura 22. Conteo celular diferencial y total. Los grupos NS+AF y S+AF, mostraron niveles 

basales de los diferentes tipos celulares. El grupo NS+PM2.5 incrementó en número de 

macrófagos (*p<0.05 Vs NS+AF). El grupo S+Adj+AF, mostró un incrementó en el 

porcentaje de eosinófilos solamente (**p<0.001 Vs NS+AF). El grupo S+Adj+PM2.5 también 

incrementó el porcentaje de eosinófilos (**p<0.001 Vs NS+AF). Asimismo, el porcentaje de 

neutrófilos también incrementó significativamente comparado contra el grupo no 

sensibilizado y su grupo control, ambos expuestos a aire filtrado (*p<0.05 Vs NS+AF; 

†p<0.05 Vs S+Adj+AF). El porcentaje de eosinófilos también se incrementó en el grupo 

S+PM2.5 (**p<0.001 Vs NS+AF; #p>0.05 Vs S+AF. Todos los análisis fueron realizados 

utilizando una t de Student. 

 
 
9.7 Biomarcadores de asma y daño pulmonar 
 

Los niveles del anticuerpo IgG inespecífica no mostraron cambios en todos 

los grupos comparados contra sus grupos controles (Figura 23 A). Los niveles de 
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IgG1 e IgE específicos para OVA mostraron diferencias significativas en los grupos: 

S+Adj+AF, S+Adj+PM2.5 y S+PM2.5 con respecto del grupo NS+AF (Figura 23 B y 

C). La cantidad de la proteína CC16 en el BAL incrementó en los mismos grupos 

que mencionamos anteriormente comparados contra sus grupos control. Sin 

embargo, incrementó significativamente aún más que el grupo S+Adj+PM2.5 

respecto a su contraparte que inhaló AF (Figura 23 D).     

 

 

 

Figura 23. Ensayo de ELISA en lavados bronco-alveolares. A) Los niveles de IgG 

inespecífica no evidenciaron diferencias entre los grupos. B) Los grupos NS+AF, NS+PM2.5 

y S+AF presentaron niveles basales, sin embargo, los grupos S+Adj+AF, S+Adj+PM2.5 y 

S+PM2.5 incrementaron significativamente (*p<0.05 Vs NS+AF). Además, el grupo 

S+PM2.5 también mostró diferencias contra su grupo control (#p<0.05 Vs S+AF). C) Para 

el caso de la IgE específica para OVA, mostraron los mismos resultados significativamente 
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que la IgG1 (*p<0.05 Vs NS+AF). D) El proceso de sensibilización (S+Adj+AF) y la 

inhalación de PM2.5 (NS+PM2.5) incrementaron la proteína CC16 en los lavados bronco-

alveolares (**p<0.01 Vs NS+AF; ***p<0.001 Vs NS+AF). Además, este biomarcador 

incrementa aún más cuando los animales inhalan PM2.5 (S+Adj+PM2.5) mostrando 

diferencias significativas (***p<0.001 Vs NS+AF; †p<0.05 Vs S+Adj+AF). El grupo S+PM2.5 

también incrementó el daño por aumento de la proteína CC16 comparando contra su grupo 

control (***p<0.001 Vs NS+AF; #p<0.05 Vs S+AF). Todos los análisis fueron realizados 

utilizando una t de Student y ANOVA (tukey). 

 

9.8 Morfología pulmonar 
 

El análisis sobre fibrosis pulmonar realizado en los cortes histológicos de 

Masson no evidenció que la exposición a PM2.5 produjeran focos de tejido 

colágenoso de color azul (Figura 24 A-F) 

 

 
 

Figura 24. Micrografías de los bronquiolos pulmonares teñidos con Masson. A) NS+AF, B) 

NS+PM2.5, C) S+Adj+AF, D) S+Adj+PM2.5, E) S+AF, F) S+PM2.5.  

 

 

El análisis de las muestras teñidas con PAS (Figura 25 A-F) mostró que el 

modelo de sensibilización por sí solo produce metaplasia mucoide en los 

bronquiolos pulmonares, es decir, el número de células mucoides aumentó 
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aproximadamente un 40% con respecto del NS+AF (Figura 26). Este último 

evidenció un aumento mínimo del 3-5%. Sin embargo, la inhalación de PM2.5 

incrementó el número de células más que el 70% y 60% en los grupos S+Adj y S, 

respectivamente (Figura 26).  

 
Figura 25. Micrografías de los bronquiolos pulmonares teñidos con PAS. A) NS+AF, B) 

NS+PM2.5, C) S+Adj+AF, D) S+Adj+PM2.5, E) S+AF, F) S+PM2.5. Las flechas señalan las 

células productoras de moco, cuya zona apical se tiñe de color magenta y las cuales no son 

comunes en el epitelio bronquiolar. 

 

 

Figura 26. Conteo de células PAS+ en bronquiolos pulmonares teñidos con ácido Peryódico 

de Schiff. El grupo S+Adj+AF mostró diferencias significativas en el incremento en el 
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porcentaje de células PAS+ (*p<0.05 Vs NS+AF). Además, los grupos, S+Adj+PM2.5 y 

S+PM2.5 incrementaron el porcentaje de células productoras de moco (***p<0.001 Vs 

NS+AF). S+PM2.5 mostró diferencia significativa contra su grupo control (#p<0.05 Vs 

S+AF). Todos los análisis fueron realizados utilizando una t de Student y ANOVA (tukey). 

 

9.9 Perfil inmunológico (Th1/Th2) 
 

El análisis de las diferentes proteínas (IL-2, 4, 5, 10, 12, GM-CSF, INF- y 

TNF-) (Figura 27 A-H) no evidenció diferencias, excepto en IL-12 e INF-, en los 

grupos S+Adj que estuvieron expuestos a AF o PM2.5 (Figura 27 E-F). Para 

evidenciar el grado de asociación realizamos el análisis multivariado, el cual 

demostró una fuerte asociación entre algunos pares mostrados. Este análisis mostró 

diferencias significativas y correlaciones de r<0.50 en todos los pares, excepto en 

GM-CSF e IL-5. En los pares de la respuesta Th1 y Th2, la r2 mostró que el 30% 

(INF- e IL-4), 27% (TNF- e IL-10), 20% (INF- e IL-10) y el 62% (TNF- e IL-4) de 

los cambios que ocurren en las citocinas Th1 se deben a las trasformaciones que 

ocurren en la respuesta Th2. En algunos casos el error de correlación entre ellos 

oscila entre el 38 y 80%. Asimismo, los pares Th1 y Th2, TNF- e IL-12, INF- e IL-

12 mostraron que el 85% y 64% de las transformaciones ocurren por sus 

asociaciones entre ellas (Figura 28). En el caso del análisis de proporciones para 

INF-:IL-4 y TNF-:IL-10, solo la primera proporción (INF-:IL-4) mostró diferencias 

significativas S+Adj+AF Vs S+Adj+PM2.5, es decir el último grupo experimental 

mantiene una respuesta para el perfil Th2 más marcada y debida a la exposición 

del PM2.5 (Figura 29 A). En el caso de la proporción TNF-:IL-10 no mostró 

diferencias significativas (Figura 29 B). 
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Figura 27. Ensayo Bio-plex. Ninguna citocina mostró cambios en los grupos a excepción 

de la IL-12 e INF- que fue diferente del grupo S+Adj+PM2.5 y de su respectivo grupo 

control (††p<0.01 Vs S+Adj+AF). Todos los análisis fueron realizados utilizando una t de 

Student.. 
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Figura 28. Matriz de correlación de citocinas en lavados bronco-alveolares. El color rojo 

muestra una asociación cercana a 1, mientras que el color verde o azul muestra la ausencia 

de correlaciones o correlaciones negativas (0 a -1). Algunos pares de correlación no fueron 

significativos (X) al 5%. Los valores en color negro representan la r y los números en blanco 

refieren a la r2.    

 

 

 
Figura 29. Proporción INF:IL-4 y TNF-:IL-10. A) La proporción INF-:IL-4 para respuesta 

Th1/Th2 mostró diferencias en los grupos S+Adj+PM2.5 y S+PM2.5 (†p<0.05 Vs NS+AF; 
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#p<0.05 Vs S+AF). B) En contraste, la proporción TNF-:IL-10 no mostró cambios 

significativos. Todos los análisis fueron realizados utilizando una t de Student. 

 

9.10  Metabolismo pulmonar de xenobioticos 
 

Este análisis mostró que las partículas en dos de los grupos disminuyen la 

actividad, tanto el grupo NS+PM2.5 y S+Adj+PM2.5 disminuyeron 

significativamente su actividad en comparación de sus contrapartes. Sin embargo, 

esto no ocurrió en el grupo S+PM2.5, ya que mostró la misma actividad que su 

grupo control S+AF (Figura 30). 

 
Figura 30. Ensayo de actividad para las isoformas CYP1A1, CYP1A2 y CYP2E1. 

La actividad mostró que los grupos que estuvieron expuestos a PM2.5 como NS y S+Adj 

redujeron las tres actividades y fueron significativo con respecto a sus grupos controles A) 

(*p<0.05 Vs NS+AF; ††p<0.01 Vs S+Adj+AF). B) (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 Vs NS+AF 
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y ††p<0.01 Vs S+Adj+AF). C) (**p<0.01 Vs NS+AF; †††p<0.001 Vs S+Adj+AF). Todos los 

análisis fueron realizados utilizando una t de Student y ANOVA (tukey). 

  
 

10 DISCUSIÓN  
 

 

En nuestra investigación, la evaluación de diferentes parámetros pulmonares 

evidenció que el PM2.5 de la Ciudad de México en el modelo de asma alérgica en 

cobayo funcionó como un adyuvante, favoreciendo el proceso de sensibilización 

alérgica. Otros estudios han evaluado el comportamiento del PM en modelos 

animales en rata y ratón. Sin embargo, una ventaja de esta investigación fue el uso 

de animales como el cobayo, ya que reproduce las características principales del 

asma como la hiperreactividad, respuesta inflamatoria y bronco-obstrucción 

reversible, es decir, representa un buen modelo para evaluar el asma alérgica.  

 

Nuestros resultados de la evaluación fisiológica mediante la pletismografía 

barométrica demostraron que la exposición a PM2.5 induce hiperreactividad severa 

en el grupo de animales S+Adj+PM2.5, mientras que en los animales sensibilizados 

solamente a OVA (S) incrementó el índice de bronco-obstrucción. Estudios previos 

en el modelo de ratón de asma alérgica han demostrado que la exposición aguda a 

DEP (Hao et al., 2003) o SRM (Material de referencia estándar, por sus siglas en 

inglés) PM1648 incrementa el PENH de manera dosis-dependiente (Archer et al., 

2004). Los mismo ocurrió con la instilación de TiO2 (Dióxido de titanio) sugiriendo 

que dentro de SRM PM1648 hay elementos o compuestos responsables de la 

hiperreactividad de la vía aérea (Archer et al., 2004). Además, evidenciamos que 

las PM2.5 en el grupo sensibilizado solamente con OVA (S+PM2.5) incrementó 

ambos anticuerpos IgG1 e IgE OVA-específicos, siendo diferente de su control 

S+AF. Este resultado podría ser explicado con algunos estudios de sensibilización 

en cobayos, los cuales incrementan los anticuerpos OVA-específicos IgG1e IgE en 

suero cuando es administrado el antígeno OVA y su adyuvante, mientras que la 

administración solo del antígeno incrementa únicamente los niveles del  anticuerpo 

IgE OVA-específico (Andersson, 1980). Por lo tanto, en los animales sensibilizados 
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a OVA solamente, las PM2.5 (grupo S+PM2.5) funcionaron como un adyuvante ya 

que los niveles de ambos anticuerpos se elevaron, favoreciendo el proceso de 

sensibilización alérgica.   En ratones sensibilizados se ha evidenciado que la 

instilación intranasal de OVA+PM2.5 afectan los niveles de los  anticuerpos IgG1, 

IgG2 e IgE específicos para OVA más que la fracción gruesa (Steerenberg et al., 

2006). Incluso, las partículas DEP también son capaces de incrementar los niveles 

de los anticuerpos IgG1 e IgE (Hao et al., 2003). Estas partículas han sido 

ampliamente estudiadas y se ha demostrado el efecto adyuvante, el cual se conoce 

desde la década de 1980 (Muranaka et al.), sin embargo el efecto de las PM es 

relativamente nuevo. Li et al., (2009) reportaron un gran incremento de ambos 

anticuerpos cuando los animales son sensibilizados a OVA y expuestos a partículas 

ultra finas, en comparación con aquellos animales, a los cuales solo se les 

administró la sensibilización con OVA (Li et al., 2009). Este resultado difiere de esta 

investigación, ya que nuestros grupos S+Adj que inhalaron aire filtrado (S+Adj+AF) 

o PM2.5 (S+Adj+PM2.5) mostraron los mismos niveles de ambos anticuerpos 

evaluados. Este resultado podría ser explicado por el tipo de exposición, ya que los 

animales en este experimento fueron expuestos de manera aguda al PM2.5.    

 

Por otro lado, encontramos que el anticuerpo no específico IgG mantiene los 

mismos niveles en todos los grupos. Interesantemente se demostró que la 

exposición a compuestos biogénicos como las endotoxinas, pueden   incrementar 

los niveles de IgG, pero por sí solo el glucano o la mezcla de endotoxinas + glucano 

no producen cambio alguno en los niveles de este anticuerpo (Thorn et al., 1998), 

tal como ocurrió con los niveles de IgG inespecífica de los animales de este 

experimento.  Una característica del asma o el proceso de sensibilización además 

de la IgE e IgG1, es la presencia de eosinófilos (Foster et al., 1996). Sin embargo, 

en nuestro estudio el grupo S+Adj+PM2.5 no solo incrementó este tipo celular, sino 

también los neutrófilos, lo cual podría explicar la respuesta severa después del reto 

al antígeno (OVA). Resultados similares en el modelo de sensibilización en ratón 

mediante la administración intransal de OVA+PM recolectado en cinco ciudades 

europeas (Roma, Oslo, Ámsterdam, Zilk y Lodz), evidenciaron el efecto adyuvante 
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y el incremento en el número de macrófagos, eosinófilos, neutrófilos y monocitos en 

lavado bronco-alveolares. Siendo el PM de Lodz el de mayor efecto adyuvante y de 
daño pulmonar (Steerenberg et al., 2005). La exposición del PM de todas las 

ciudades incrementó el número de macrófagos en el BAL. Además, Li et al. (2009) 

and Farraj et al. (2006) utilizaron partículas ultra finas (DEP) más OVA en este 

mismo modelo, el cual elevó el número de células mononucleares (Li et al., 2009), 

y eosinófilos (Farraj et al., 2006). El eosinófilo aparece frecuentemente y está 

relacionado con las exacerbaciones asmáticas, mientras que el aumento de los 

neutrófilos es responsable de la limitación de flujo aéreo severo (Lee et al., 2014), 

el cual está asociado a asma fatal. Este efecto fue observado durante el ensayo 

pletismográfico, ya que el grupo S+Adj+PM2.5 respondió más rápido después del 

reto a OVA, además presentó mayor daño pulmonar evidenciado con los niveles de 

la proteína CC16 más que su grupo control S+Adj+AF. Algunos irritantes como los 

contaminantes atmosféricos pueden inducir daño pulmonar e incremento de la 

proteína CC16. Un estudio en humanos correlacionó el incremento de la proteína 

CC16 en 0.52 g/L en suero por cada incremento de 5 g/m3 de PM10 (Provost et 

al., 2014). Ésta proteína protege el tracto respiratorio en contra del estrés oxidante 

e inflamación (Broeckaert 2000). Adicionalmente, los humo, ozono y el PM pueden 

alterar la integridad y la permeabilidad del epitelio bronquiolar o bronquial, 

aumentando  el proceso de sensibilización (Broeckaert, 2000) y la hiperreactividad 

pulmonar. 

 

Otro cambio importante en el asma es la metaplasia y displasia de células 

mucoproductoras, es decir la aparición de células mucoproductoras en el epitelio 

bronquial o bronquiolar o el incremento en número de estas, las cuales están 

relacionadas al aumento en la obstrucción de la vía aérea e incremento de las 

exacerbaciones (Reader et al., 2003). Este evento se agudizó cuando los animales 

inhalaron partículas, ya que los grupos NS+PM2.5, S+Adj+PM2.5 y S+PM25 

incrementaron el porcentaje de células mucoproductoras en el bronquiolo pulmonar, 

sitio que carece de este tipo celular. Este mismo resultado fue reportado por Li et 

al., (2009), el cual incrementó el número de células mucoproductoras cuando los 
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animales sensibilizados fueron expuesto a irritantes como las partículas ultra finas. 

En los bronquiolos pulmonares, los altos niveles de la proteína CC16 pueden 

originar cambios hacia fenotipo muco-productor (Evans et al., 2004). Otro 

componente importante es la proteína elastasa de los neutrófilos, ya que interviene 

en la degranulación de las células productoras de moco (Agusti et al., 1998). Tanto 

la metaplasia mucoide como la degranulación podrían incrementar la obstrucción 

en las vías respiratorias en este modelo animal. La inhalación aguda en este modelo 

no produjo cambios pulmonares como fibrosis por incremento de fibras de colágena, 

ya que este tipo de cambio solo aparecen cuando los organismos están expuestos 

crónicamente o altas concentraciones de material particulado (Decologne et al., 

2010).   

 

Nuestro estudio evidenció el papel adyuvante similar al Al(OH)3, por parte del 

PM2.5 de la Ciudad de México. Al(OH)3 fue un excelente adyuvante en nuestro 

modelo experimental ya que, si no es administrado, los animales nunca producirán 

síntomas de asma como ocurrió en el grupo S+AF. Este adyuvante está asociado a 

la respuesta de tipo Th2 en la inmunoterapia alérgica, es decir, participa en la 

producción de IL-4, IL-5 y de anticuerpos específicos como IgG1 (Brewer et al., 

1999). Además, causa inflamación y produce estrés oxidante, el cual pude generar 

más ROS (Especies Reactivas de Oxígeno, por sus siglas en inglés) cuando el Al 

es combinado con otros metales como el Fe, produciendo la reducción de Fe III a 

Fe II y la auto-oxidación del primero (Exley et al., 2010b). Aunque, también las 

células inflamatorias reclutadas son una fuente importante en la formación de ROS 

dentro de la vía aérea (Dworski, 2000). Otro metal, tal como el Níquel (Ni), también 

puede funcionar como un potente inductor de asma alérgica, afecta el proceso inicial 

y subsecuente desarrollo alérgico e incremento en la producción de IgE (Gilmour et 

al., 2000).   

 

Después de la inhalación de PM2.5, observamos cambios severos en el 

grupo S+Adj, probablemente debido Al(OH)3. Además, el efecto adyuvante que 

mostró el grupo S, podría estar relacionado a los componentes metálicos de las 
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partículas finas, funcionando como el adyuvante indispensable similar al Al(OH)3 

para resultar en cambios de tipo asmáticos. Adicionalmente, el Silicio (Si) que 

encontramos en nuestros análisis de inorgánicos, el cual podría estar representado 

como partículas mesoporosas de sílice (SiO2) y cuya administración ha demostrado 

el efecto adyuvante en el modelo sensibilización a través de OVA en ratones 

(Mahony et al., 2013).  

 

Igualmente, los estudios de PAHs también han demostrado un alto poder 

oxidante y formación de ROS (Li et al., 2009). Las DEP están formadas por una 

gran cantidad de compuesto orgánicos y se conoce su potencial ya que promueven 

la expresión de respuesta inmunológica Th2, es decir, para fenotipo alérgico 

(Pandya et al., 2002). Dentro de los compuesto capaces de incrementar este tipo 

de respuesta alérgico, encontramos especialmente el antraceno, fluorantreno, 

benzo (a) pireno (Kanoh et al., 1997), y el fenantreno (Tsien et al., 1997). En nuestro 

análisis de PAH encontramos que el concentrado de partículas que inhalaron los 

animales tenía concentraciones elevadas de fenantreno, fluorantreno y la mayoría 

de los compuestos del benzo fluroantreno, benzo pireno y benzo perileno. Además, 

la producción de ROS se incrementa por la inflamación crónica de la vía aérea, entre 

las que participan los macrófagos, neutrófilos, eosinófilos y las células del epitelio 

(Li et al., 2003). Los neutrófilos y las células mononucleares de pacientes asmáticos 

generan más O- 2 y H2O2 que las células de personas sanas, esta actividad presentó 

correlación con la hiperreactividad bronquial inducida con metacolina. Asimismo, las 

DEP o PM pueden inducir MAP cinasa y factores nucleares como NF-kb. Esta 

activación juega un papel importante en la trascripción de citocinas implicadas en la 

adhesión de moléculas para la inducción de la inflamación, producción y liberación 

de las interleucinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, RANTES, MIP-1, MCP-3, 

GMCSF, TNF-, ICAM-1 y VCAM-a. Estos productos pro-inflamatorios actúan 

sinérgicamente induciendo la respuesta Th2 (Li et al., 2003).   

Por otra parte, el ensayo de respuesta Th1/Th2 del ensayo Bio-plex no 

mostró diferencias significativas, a excepción de las proteínas IL-12 y el INF-que 

presentaron diferencias significativas en los grupos S+Adj+PM2.5 comparado con 
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su grupo control que inhaló aire filtrado (S+Adj+AF). Además, el análisis de la 

proporción Th1/Th2 solo evidenció diferencias significativas en el par INF-IL-4. Los 

animales que inhalaron PM2.5 como el grupo S+Adj mostraron una tendencia hacia 

la respuesta Th2 en comparación con su grupo control (S+Adj+AF). Cabe mencionar 

que la placa utilizada fue para ratón y no para cobayo. Sin embargo, un estudio 

previo evaluó las concentraciones de citocinas en el modelo de osteoartritis inducida 

con OVA en cobayo, utilizando una placa de Bio-plex para ratón de 18 citocinas. El 

resultado evidenció que el rango de los valores obtenidos en estas muestras fue 

consistentemente más bajo que los obtenidos con las muestras de ratón. Además, 

16 de las 18 citocinas analizadas fueron detectables, es decir, los niveles de IL-1 e 

IL-4 estuvieron por debajo del límite de detección en el líquido sinovial de las 

articulaciones de rodilla de los cobayos (Huebner et al., 2006). Los resultados 

obtenidos en el análisis multivariado correlacionaron positivamente, sin embargo, el 

38% (TNF- e IL-4), 60% (TNF-a e IL-10), 70% (INF- e IL-4) y el 80% (INF- e IL-

10) de los datos no fueron explicados mediante las correlaciones. Es decir, 

probablemente las proteínas de la respuesta Th1 incrementaron mientras que las 

proteínas de la respuesta Th2 disminuyeron o viceversa, mostrando el interruptor 

Th1/Th2. En un estudio realizado en niños asmáticos de San Juan, Puerto Rico, el 

cual evidenció la asociación en 9 pares en más del 60% en una placa de bioplex. 

La correlación INF- e IL-4 mostró el 31% y TNF- e IL-10 el 47% de asociación, 

por lo tanto, el 69% y 53% no siguió este patrón, respectivamente. Este resultado 

es similar al que se encontró en esta investigación. Además, los resultados se 

asociaron de manera significativa cuando el sitio de residencia de los niños se 

encontraba más cerca de las carreteras y con el incremento en los niveles en plasma 

de IL-31 T(Th2) e Il-17 (Th17) principalmente (Rosser et al., 2016).  

 

Con respecto al análisis del ensayo de actividad para CYP450, el cual 

disminuyó en los animales sensibilizados (S+Adj) o no sensibilizados (NS) cuando 

inhalaron PM2.5, a pesar de la presencia de PAH dentro de la composición PM2.5 

que inhalaron. Es conocido que los PAHs incrementan la actividad de algunas 

isoformas de CYP450 como el CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1 (Iwanari et al., 2002), 
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sin embargo, lo metales disminuyen la actividad y el efecto carcinogénico de los 

PAHs por la inhibición de la bioactivación de CYP1A1 y CYP1A2 (Vakharia et al., 

2001). Se conoce que algunos metales como el mercurio (Hg), cadmio (Cd), níquel 

(Ni), vanadio (V) en compuesto como metavanadato de amonio (NH4VO3) 

administrados solos o en una mezcla con PAHs como el TCDD (2, 3, 7, 8 

tetraclorodibenzeno p-dioxina) inhiben la actividad de las isoformas mencionadas 

anteriormente (Anwar-Mohamed et al., 2008; Anwar-Mohamed et al., 2009; İşcan et 

al., 2002). Además, en cobayos inyectados (s.c.) con arsenito de sodio (75mmol/kg) 

mostró que inhibe la actividad del CYP1A1. Adicionalmente, la administración 

conjunta de este compuesto más -naftoflavona (inductor del CYP1A1) disminuye 

la actividad renal y hepática de CYP1A1 (Falkner et al., 1993). Además, la formación 

de peróxido de hidrogeno (H2O2) por exposición a metales puede activar a NF- e 

inhibir al complejo AhR-XAP2 y disminuir la actividad de CYP450 (Ioannides, 2008). 

Otro proceso que disminuye la actividad del CYP450 en humanos y animales es la 

respuesta inflamatoria e infecciones, las cuales causan cambios en la expresión y 

actividad de varias isoformas de CYP450 en hígado y en tejidos extra hepáticos 

como riñón y cerebro (Morgan, 2001). Se demostró que la inyección de 

lipopolisacáridos (LPS) en el ventrículo cerebral suprime la actividad CYP1A 

(Morgan, 2001) y las infecciones, principalmente por virus también están asociadas 

a la disminución de la actividad del CYP2A6 (Morgan, 2001). Los LPS  son capaces 

de desregular la expresión inductora de xenobióticos de los genes del CYP 

representativos e incrementan los niveles de RNAm de citocinas pro-inflamatorias 

producidas por el macrófago como TNF- e IL-1, además  desregulan el CYP1A2 

en eventos de sepsis (Moriya et al., 2014). Sin embargo, otro estudio demostró que 

tanto la administración de LPS como de OVA en un modelo de inflamación sistémica 

incrementa TNF- e IL1, pero la actividad de las diferentes isoformas del CYP450 

evaluadas no cambió en los animales sensibilizados con OVA, es decir, el modelo 

de sensibilización o de inflamación sistémica no inhibe la función de los CYP1A2 o 

CYP3A (Moriya et al., 2014). Este resultado sustenta los hallazgos presentados en 

este estudio, ya que los animales S+Adj+AF no mostraron diferencias en 

comparación con su grupo control (NS+AF). 
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Otro evento importante por el cual los CYP450 pueden estar regulados es 

la hipoxia. Cuando lo animales están sometidos a bajas concentraciones de O2 o en 

ellos hay alguna obstrucción mecánica del aire hacia los pulmones se sintetiza el 

factor de hipoxia inducible 1 (HIF-1). La hipoxia modifica una serie de proteínas 

del citocromo P450 hepático, el cual está ligado con mediadores inflamatorios como 

el INF-, IL-1 e IL-2, y a su vez éstos son responsables de la disminución de la 

actividad y la expresión de algunas isoforma del CYP450 (Fradette et al., 2004). Por 

otro lado, el HIF-1 puede formar el dímero con el ARNT (Translocador del receptor 

de hidrocarburos aromáticos) en lugar de formar el dímero común con el AHR; AHR-

ARNT (Ioannides, 2008). De esta manera el mecanismo hipotético es la formación 

del dímero ARNT-HIF-1 el cual inhibe la síntesis de isoformas relacionadas al 

AHR como CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1. Sin embargo, nuestro grupo S+Adj+AF 

no disminuyó la actividad de CYP1A1/2 aunque presentó alto índice de PENH. 

Asimismo, el CYP2E1 está regulado por una serie de elementos inflamatorios los 

cuales pueden activar esta isoforma como INF-, TNF-, IL-4, IL-6 (Ioannides, 

2008), sin embargo, ninguna de las isoformas evaluadas en éste estudio disminuyó, 

a pesar de la inflamación en nuestro modelo.  

 

Por lo anterior, el evento de bronco obstrucción e inflamación presentado 

por los animales de este experimento no fue capaz de modificar la actividad del 

citocromo P450 sino que probablemente la composición del PM2.5 estaría jugando 

un papel más importante en la disminución de la actividad de estas proteínas como 

lo ocurrido en estos resultados. El PM está formado por metal, no metales, 

elementos de transición interna, PAH y aerobiológicos. Esta gran mezcla presente 

en el PM produce estrés oxidante y activar respuestas infamatorias específicas 

como el tipo Th2 dentro de los pulmones en inhalaciones agudas en el modelo de 

asma.   
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11 CONCLUSIÓN 
 

Nuestro estudio demostró que las partículas finas actúan como adyuvantes, 

produciendo asma alérgica en el modelo de cobayos, ya que han sido sensibilizados 

con ovoalbúmina en ausencia de un adyuvante. Además, en animales 

sensibilizados con ovoalbúmina más el adyuvante como el Al(OH)3, la inhalación 

de partículas finas empeoró la bronco-constricción, la inflamación de la vía aérea y 

el daño pulmonar. Las partículas finas de la Ciudad de México son una compleja 

mezcla de compuestos que modifican el proceso de detoxificación dentro de 

pulmón. Es crucial precisar que elementos y compuestos químicos juegan un papel 

adyuvante en el proceso de sensibilización y el desarrollo de asma alérgica. 

Además, dos de los eventos que presenta el modelo de asma como son la 

broncobstrucción y la inflamación no alteraron la actividad de CYP450, sino que la 

composición del PM está jugando un papel sumamente importante en la modulación 

de este sistema de enzimas que evaluamos (CYP1A1/1A2 y CYP2E1). Es 

indispensable continuar con el análisis de las partículas de la Ciudad de México 

sobre los cambios que producen en los pulmones, especialmente en las 

enfermedades alérgicas como es el caso del asma.    
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13 ANEXO I (Artículo requisito)  
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14 ANEXO II (Aprobación del proyecto)  
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